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Les facteurs de transcription E2F sont impliqués dans différents processus 
physiologiques comme l'apoptose, la sénescence et la progression dans le cycle 
cellulaire par exemple Des travaux antérieurs dans le laboratoire ont démontré que la 
localisation de E2F4 est dépendante du cycle cellulaire Dans les cellules 
prohfératives de la crypte intestinale, E2F4 se localise au noyau alors que dans les 
cellules quiescentes ou différenciées, E2F4 est cytoplasmique La localisation 
cellulaire de E2F4 est un élément important pour le contrôle de son activité 
transcnptionnelle Nous avons analysé l'effet de l'expression nucléaire et constitutive 
de E2F4 dans un modèle de cellules épithéhales intestinales humaines normales 
(HIEC) pour en mesurer l'impact sur la prolifération et la survie cellulaire Nous 
démontrons pour la première fois que E2F4 module l'expression de gènes associés à 
la régulation de la voie intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose, un rôle qui lui était 
inconnu jusqu'à présent Par interférence d'ARN, nous avons diminué les niveaux 
d'expression de p53, un gène au cœur de la régulation de l'apoptose Nous avons 
observé que la mort cellulaire est significativement retardée De plus, nous avons 
démontré que l'inhibition de l'activité des caspases ne prévient pas non plus la mort 
cellulaire L'implication de mécanismes de mort cellulaire alternatifs p53 
indépendants a été investiguée Nos résultats démontrent que l'inhibition de l'activité 
des calpaines/cathepsmes, de RIP, de la voie JNK, même en combinaison avec une 
réduction des niveaux de p53, ne font que retarder la mort cellulaire mais ne 
l'empêche jamais Nos résultats indiquent que plusieurs mécanismes de mort 
cellulaire classiques (voies intrinsèque et extrinsèque) et alternatifs (ROS, autophagie, 
XV11 
AIF) sont probablement activés par la surexpression nucléaire de E2F4 dans les 
cellules épithéhales intestinales 
Nous avons aussi évalué l'importance de E2F4 dans le contrôle de la 
prolifération des cellules épithéhales intestinales humâmes normales et cancéreuses 
Nous avons observé un ralentissement important de la prolifération et une cinétique 
d'entrée en phase S ralentie pour les populations HIEC qui expriment des niveaux 
réduits de E2F4 Ce ralentissement est probablement attnbuable à la modulation des 
niveaux d'expression autant en ARNm et en protéines de nombreux gènes régulateurs 
de la transition Gl/S tels que c-myc, cdk2, les cyclines A et D ainsi que p21 et p27 
notamment L'impact majeur de E2F4 sur le contrôle de la transition Gl/S n'avait 
jamais encore été décrit dans la littérature De plus, dans les lignées cellulaires 
cancéreuses colorectales, E2F4 est surexprimé et se localise préférentiellement dans le 
noyau Cette observation est confirmée par l'utilisation d'une banque de tissus où 
nous avons constaté que dans 24 spécimens sur 30, E2F4 est surexpnmé dans la 
tumeur par rapport au tissu normal et que E2F4 est surtout nucléaire Finalement, 
nous avons aussi diminué les niveaux d'expression de E2F4 par interférence à l'ARN 
dans les lignées cellulaires Caco-2/15 et HCT-116 pour en analyser l'impact sur la 
prolifération et la survie cellulaire Dans les deux lignées, la réduction de l'expression 
de E2F4 induit un ralentissement de la prolifération significatif et elle réduit leur 
capacité à former des colonies en agar mou Par ailleurs, la réduction des niveaux 
d'expression de E2F4 entraîne une entrée accélérée en sénescence cellulaire dans les 
cellules HIEC et induit l'apparition de caractéristiques liées à la sénescence dans la 
XV111 
lignée cellulaire Caco-2/15 révélant ainsi un rôle insoupçonné de E2F4 dans le 
contrôle de la sénescence cellulaire Pris ensemble, mes résultats démontrent que 
E2F4 est un acteur majeur du contrôle du cycle cellulaire, de la survie et de la 
sénescence cellulaire dans les cellules épithéliales intestinales humaines normales et 





1.1 LE SYSTÈME DIGESTIF 
Les aliments que nous ingérons sont décomposés en différents nutriments 
comme les glucides, les protéines, les lipides, les acides nucléiques, les vitamines, les 
electrolytes et l'eau pour répondre aux besoins en énergie, permettre la croissance 
tissulaire et le maintien de l'homéostasie Les organes du système digestif 
permettent l'assimilation de ces nutriments et leur passage dans la circulation 
sanguine où ils seront utilisés Le système digestif est divisé en deux groupes 
principaux les organes du tube digestif et les organes annexes Le premier groupe 
comprend la bouche, le pharynx, l'œsophage, l'estomac, l'intestin grêle (le 
duodénum, le jéjunum et l'iléon) ainsi que le côlon Dans le groupe des organes 
annexes, on retrouve les dents, la langue, la vésicule biliaire et des glandes digestives 
comme les glandes sahvaires, le foie et le pancréas Depuis l'œsophage jusqu'au 
canal anal, les parois de tous les organes du tube digestif sont constituées de quatre 
couches tissulaires de base la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la 
séreuse (MARIEB, 1992) 
La muqueuse tapisse la lumière du tube digestif et elle est constituée de trois 
couches distinctes La première est un epithélium cylindrique simple qui repose sur 
une couche de tissu conjonctif de soutien, la lamina propria Le tout est entouré par 
une couche de muscle lisse, la muqueuse musculaire D'ailleurs, c'est elle qui 
provoque la formation de plis qui augmentent considérablement la surface 
d'absorption de la muqueuse La deuxième couche tissulaire, la sous-muqueuse, est 
un tissu conjonctif, riche en vaisseaux sanguins et en fibres nerveuses Elle intervient 
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dans la régulation de la sécrétion par les glandes digestives et la contraction des 
muscles lisses de la troisième couche, la couche musculeuse Celle-ci est responsable 
de la propulsion du bol alimentaire dans le tube digestif par le biais du penstaltisme 
La couche la plus externe, la séreuse, est formée de tissu conjonctif lâche qui permet 
aux différents organes de glisser les uns sur les autres (MARIEB, 1992) 
1.2 L'INTESTIN GRÊLE ET LE CÔLON 
Suite a l'ingestion de nourriture, le bol alimentaire est soumis à une intense 
dégradation mécanique (via la mastication et les contractions gastriques) et chimique 
(action des amylases salivaires et des sécrétions gastriques) La digestion des 
protéines commence dans l'estomac via l'activité endoprotéase de la pepsine 
notamment Elle intervient dans la formation du chyme, une bouillie formée par le 
mélange du bol alimentaire avec les sécrétions des glandes gastriques Le chyme est 
expulse de façon régulée dans l'intestin grêle C'est dans ce segment du tube digestif 
que la majorité de l'absorption des nutriments se produit II est divisé en trois 
segments le duodénum, le jéjunum et l'iléon Le duodénum (douze doigts en latin) 
est la première partie de l'intestin grêle qui entre en contact avec le chyme 
D'ailleurs, le duodénum est le site majeur de l'absorption du calcium et du fer 
(RHODES, 2003) L'ampoule de Vater, formée par la fusion du canal cholédoque et 
le canal pancréatique déverse la bile et le suc pancréatique dans le duodénum La bile 
est essentielle pour l'émulsification des graisses et pour multiplier la surface de 
contact avec les enzymes digestives (MARIEB, 1992) Les sels biliaires facilitent 
l'absorption des lipides et du cholestérol alors que le suc pancréatique, riche en ions 
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FIGURE 1 SCHEMATISATION DE L'APPAREIL DIGESTIF HUMAIN 
Une fois les aliments mastiqués et mis en présence des amylases sahvaires, le bol 
alimentaire descend par l'œsophage jusqu'à l'estomac Le brassage des aliments et 
l'action des enzymes digestives donnent heu à la formation du chyme Ce dernier est 
expulsé dans le duodénum où il entrera en contact avec la bile et les sucs 
pancréatiques L'absorption des nutriments se fait tout le long de l'intestin grêle Ce 
dernier se déverse dans le côlon à la hauteur du caecum La réabsorption de l'eau et 
de certains electrolytes se fait au niveau des différentes sections du côlon soit le côlon 
ascendant, le côlon transverse, le côlon descendant et le côlon sigmoide Les résidus 
de la digestion sont ensuite acheminés au rectum et expulsés 
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pancréatiques contiennent des enzymes essentiels à la digestion des glucides, des 
lipides et des protéines (MARIEB, 1992) Une fois le duodénum franchi, le chyme 
atteint le jéjunum (qui signifie jeûne ou affamé en latin) Cette section du tube 
digestif est extrêmement bien vasculansée Par ailleurs, la majorité de l'absorption 
des nutriments s'y déroule L'iléon (du latin eileos signifiant tordu) forme la section 
finale et débouche sur le gros intestin à la hauteur de la valve iléo-caecale qui 
empêche le reflux du contenu du gros intestin L'iléon est indispensable à 
l'absorption des lipides alors que le gros intestin est spécialisé dans la récupération de 
l'eau et l'absorption des électrolytes ainsi que des vitamines synthétisées par la flore 
bactérienne Le côlon est divisé en quatre parties le côlon ascendant, le côlon 
transverse, le côlon descendant et le côlon sigmoide Les résidus de la digestion sont 
acheminés vers le rectum et le canal anal pour être expulsés 
1.3 L'UNITÉ FONCTIONNELLE DE L'INTESTIN GRÊLE L'AXE 
CRYPTE-VILLOSITÉ 
L'intestin grêle présente une grande surface absorbante, augmentée par la 
présence de protrusions luminales en forme de doigts, les villosités ainsi que des 
invaginations dans la sous-muqueuse, les cryptes de Lieberkuhn (MARIEB, 1992) 
Dans la muqueuse du gros intestin, les villosités sont absentes, seules les cryptes sont 
présentes (SANCHO et al, 2004) L'épithélium de l'intestin grêle est unique par le 
fait que la prolifération, la différenciation et l'apoptose se produisent d'une manière 
ordonnée le long de l'axe crypte-villosité (Figure 2) La crypte intestinale contient la 
niche des cellules souches qui donne naissance aux cellules progénitrices C'est 
d'ailleurs la division asymétrique des cellules souches qui permet 1) le 
renouvellement constant des cellules souches et 2) permet la génération des cellules 
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progémtrices Elles se différencient en quatre types cellulaires majeurs les 
entérocytes, les cellules gobelets, les cellules entéroendocrines et les cellules de 
Paneth (CLATWORTHY & SUBRAMANIAN, 2001) Les cellules progémtrices, 
produites dans les cryptes, migrent vers le haut de la crypte et entament un processus 
de différenciation qui donnera naissance aux différents types cellulaires 
(MARSHMAN et al, 2002) Le type cellulaire le plus abondant de l'épithéhum 
intestinal est l'entérocyte Ce sont des cellules polarisées avec un noyau en position 
basale et une bordure en brosse caractéristique Au niveau de la membrane apicale 
des entérocytes, on retrouve le glycocalyx qui est compose de glycoprotéines et des 
enzymes digestives (peptidases et disacchandases) Les entérocytes sont liés les uns 
aux autres par des complexes jonctionnels (jonctions serrées et jonctions adhérentes), 
essentiels à la fonction de barrière entre la lumière intestinale et la circulation 
sanguine 
Les cellules gobelets sont spécialisées dans la sécrétion de mucines qui 
protègent et lubrifient l'épithéhum Leur nombre augmente progressivement du 
duodénum au côlon (CLATWORTHY & SUBRAMANIAN, 2001) Les cellules 
entéroendocrines sont riches en granules de sécrétion qui contiennent des hormones 
peptidiques comme la sérotomne, la somatostatine ou la cholécystokimne Ces 
peptides sécrétés stimulent l'activité hépatique et pancréatique Le dernier type 
cellulaire qui caractérise l'épithéhum intestinal est la cellule de Paneth Celles-ci, 
contrairement aux autres types cellulaires, migrent vers le fond de la crypte 
intestinale Elles contiennent de larges granules de sécrétion et expriment les 
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FIGURE 2 : ORGANISATION CELLULAIRE DE L'AXE CRYPTE-
VILLOSITÉ 
Les cellules souches sont identifiées en rouge dans le compartiment de prolifération 
cryptai Elles vont donner naissance par division asymétrique aux cellules 
progémtnces et s'autorenouveller On retrouve dans le fond de la crypte, les cellules 
de Paneth et les cellules progémtnces Celles-ci ont la capacité de se différencier en 
migrant le long de l'axe cryptai pour engendrer les cellules à mucus (cellules 
gobelets), les cellules endocrines (entéroendocnnes), les entérocytes et les cellules de 
Paneth Ces dernières vont migrer vers le fond de la crypte intestinale C'est au 
sommet de la villosité, le compartiment différencié, que les cellules différenciées vont 
mourir par apoptose et être libérées dans la lumière intestinale Figure tirée de 
ANDREU. 2006 
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l'action des bactéries présentes dans la lumière intestinale (CLATWORTHY & 
SUBRAMANIAN, 2001) 
1 4 LE RENOUVELLEMENT CELLULAIRE 
L'homéostasie de l'épithélium intestinal est assurée par un équilibre entre la 
production des cellules différenciées, leur migration vers l'apex de la villosite et leur 
élimination par apoptose (ANDREU, 2006) Le renouvellement de l'épithélium 
intestinal humain se fait en 3 à 5 jours (POTTEN & LOEFFLER, 1990) Les cellules 
souches sont essentielles pour le renouvellement de l'épithélium intestinal Situées à 
la base de la crypte, juste au-dessus des cellules de Paneth, elles exhibent des 
propriétés qui leur sont propres La niche est formée de cellules épithehales, 
mésenchymateuses ainsi que de substrats extracellulaires qui fournissent le micro-
environnement optimal pour les cellules souches (LEEDHAM, 2005) Deux visions 
s'affrontent pour expliquer le renouvellement de l'épithélium intestinal par les 
cellules souches Selon le modèle détermimstique, un petit nombre de cellules 
souches résident dans la niche, chacune générant une cellule souche et une cellule 
progémtnce à chaque division cellulaire que l'on qualifie d'asymétrique La cellule 
progénitnce quitte la niche pour assurer le renouvellement des cellules épithehales 
alors que la cellule souche fille y demeure Dans le modèle stochastique, plusieurs 
cellules souches coexistent dans une niche À chaque division cellulaire, il y a une 
probabilité d'obtenir soit deux cellules souches, soit une cellule souche et une cellule 
progémtnce ou deux cellules progénitnces Cette probabilité fait en sorte qu'au fil du 
temps, les descendants d'une cellule souche seront favorisés et toutes les cellules de 
la crypte intestinale en dériveront (YEN & WRIGHT, 2006) Plusieurs voies de 
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signalisation qui dépendent des interactions épithého-mésenchymateuses assurent le 
maintien de la niche D'ailleurs, la voie de signalisation Wnt/p-caténine est une voie 
importante dans le maintien des cellules souches dans l'intestin grêle munn 
(KORINEK et al, 1998, PINTO, 2003) Il est également connu que la voie de 
signalisation des BMP (Bone Morphogenetic Protein) régule négativement la 
prolifération des cellules souches (HE et al, 2004) Des articles dans la littérature 
montrent aussi l'implication des gènes de la famille Hedgehog, Nkx-2 et 3 pour ne 
nommer que ceux-ci dans la régulation de la prolifération des cellules souches (YEN 
& WRIGHT, 2006) 
1.5 LE CYCLE CELLULAIRE 
Le cycle cellulaire sépare en étapes distinctes la succession d'événements qui 
mènent à la duplication du contenu cellulaire et à la division en deux cellules filles 
d'une cellule parentale On distingue cinq phases distinctes soit les phases G0, Gl, 
S, G2 et M (FIGURE 3) La cychne C, en combinaison avec Cdk3, joue un rôle 
important lors de la transition marquant la sortie de G0 et l'entrée en Gl (REN & 
ROLLINS, 2004) Ainsi, une cellule quiescente, stimulée par des facteurs mitogènes 
comme l'EGF {Epidermal Growth factor), le KGF (Keratinocyte Growth Factor) ou 
le LPA (LysoPhosphatidic Acid) reçoit des signaux pour s'engager dans le cycle 
cellulaire Durant la phase Gl, la cellule grossit en raison de l'augmentation de la 
synthèse protéique et elle s'assure également d'avoir tout ce qu'il faut pour passer le 
point de restriction associé à la transition Gl/S Une fois ce point de non-retour 
franchi, la progression dans les autres phases du cycle se fait indépendamment de la 
présence des facteurs de croissance (SHERR, 1996) Pendant la phase S, la cellule 
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réplique son ADN Tout juste avant la mitose, la phase G2 prépare la cellule pour la 
division cellulaire et lui donne le temps de s'assurer que tout l'ADN est dupliqué 
correctement La dernière phase, celle de la mitose, est caractérisée par la division 
cellulaire et la répartition égale du matériel génétique entre les deux cellules filles 
D'ailleurs, la phase de la mitose est elle-même séparée en différentes étapes soit la 
prophase, la métaphase, l'anaphase, la télophase et la cytokinèse À la fin de ce 
processus, la cellule retourne dans le cycle cellulaire ou le quitte pour entrer en 
quiescence ou se différencier 
1.6 REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE 
Le déroulement du cycle cellulaire est caractérisé par Pactivation de différents 
complexes cyclines /Cdk spécifiques à chaque phase du cycle cellulaire Les cyclines 
sont une famille de protéines dont les niveaux d'expression varient au cours du cycle 
cellulaire On sépare cette famille de protéines en deux classes La première, celle 
des cyclines Gl, est composée des cyclines qui atteignent leur pic d'expression en 
phase Gl, comme la cycline C, les cyclines du type D (Dl, D2 et D3) où à la 
transition Gl/S comme la cycline E (VIALLARD et al, 2001) La seconde classe est 
représentée par les cyclines mitotiques dont le pic d'expression se situe en G2/M 
(VIALLARD et al, 2001) 
La synthèse des cyclines D est initiée dès le début de la phase Gl et l'activité 
des complexes cyclines D/Cdk augmente graduellement au fur et à mesure que les 
cellules approchent de la transition Gl/S (MATSUSHEVIE et al, 1994) Les Cdks 
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FIGURE 3 : SCHÉMA DU CYCLE CELLULAIRE 
A) Les différentes phases du cycle cellulaire GO, Gl, S, G2 et M sont représentées 
dans ce schéma La progression dans le cycle cellulaire est assurée par l'activation de 
différents complexes cyclme/Cdk Les mitogènes envoient des signaux permettant 
l'induction des cychnes D (Dl, D2 et D3) et la formation des complexes cychnes 
D/Cdk4-Cdk6 L'activité des complexes cyclines/Cdk est inhibée par deux familles 
d'inhibiteurs la famille des protéines INK4 (pi6, p 15, pi8 et pi9) spécifique aux 
complexes cychnes D/Cdk4-6 et la famille CIP/KIP (p21, p27 et p57) qui agissent sur 
tous les complexes cyclines/Cdk Les complexes cychnes D/Cdk4-6 phosphorylent la 
protéine du rétmoblastome et à la fin de la phase Gl, le complexe cychne E/Cdk2 
poursuit la phosphorylation de pRB La forme hypophosphorylée de pRB séquestre 
les facteurs de la transcription E2F La forme hyperphosphorylée de pRB libère les 
E2F et permet la transactivation des gènes cibles Figure tirée de LOBJOIS, 2005 
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arrive en fin Gl, la cycline E est exprimée à son maximum D'ailleurs, elle est 
complexée par Cdk2 et l'activité de ce complexe est capitale pour la transition Gl/S 
La cycline A mteragit également avec Cdk2 D'ailleurs, l'activité kinase associée au 
complexe cycline A/Cdk2 est critique pour la réplication de l'ADN (VIALLARD et 
al, 2001) Finalement, il est bien connu dans la littérature que la cycline B est 
étroitement associée à la mitose Lorsque le complexe cycline Bl/Cdkl commence à 
s'accumuler dans le noyau, la membrane nucléaire ainsi que l'appareil de Golgi sont 
détruits et les chromosomes se condensent (DRAVIAM et al, 2001) Également, 
pendant l'anaphase, au moment où les chromatides se séparent et quittent la plaque 
équatonale pour se diriger vers les pôles opposes de la cellule, la cycline Bl est 
soumise à une polyubiquitination intense et ensuite détruite par le protéasome (KING 
et al, 1996) Il est intéressant de noter que cette dégradation est essentielle pour que 
la mitose soit complétée 
1.7 RÉGULATION DE L'ACTIVITÉ DES CDK 
Jusqu'à maintenant, plus d'une dizaine de Cdks sont connues, allant de Cdkl 
a Cdkl 1 Les principales Cdks connues pour intervenir dans le déroulement du cycle 
cellulaire sont Cdkl, Cdk2, Cdk4 et Cdk6 Toutes les protéines de cette famille 
possèdent une séquence en acides aminés bien conservée qui lie les cychnes 
L'activation des Cdk est régulée à trois niveaux 1) par la liaison a une cycline, 2) la 
phosphorylation et 3) la liaison à des protéines înhibitnces qui affectent l'activité 
kinase des complexes cyclines/Cdk (VIALLARD et al, 2001) Lorsqu'une cycline 
lie une Cdk, un changement de conformation de la Cdk se produit et la rend 
disponible pour être phosphorylée par un complexe activateur appelé CAK (Cdk 
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Activating Kinasé) sur une thréonine (ThrlôO pour Cdk2 par exemple) Cet acide 
aminé est critique pour la stabilité du complexe cychne/Cdk (JEFFREY et al, 1995) 
La seconde manière d'mactiver les Cdk passe par la phosphorylation Par 
exemple, la thréonine 14 et la tyrosine 15 des Cdks sont les cibles de kinases comme 
Weel ou Mytl La phosphorylation de ces résidus, situés à proximité de la poche de 
liaison à l'ATP, inactive les Cdks (SEBASTIAN et al, 1993) Elles doivent être 
absolument déphosphorylées sur ces résidus pour être pleinement actives Les 
phosphatases de la famille CDC25 (A, B et C) ciblent ces résidus et activent les Cdks 
(RUDOLPH, 2007) 
La troisième manière d'mactiver les Cdks est par le biais d'interaction avec 
des inhibiteurs du cycle cellulaire Ces protéines sont divisées en deux familles 
basées sur leur structure et les Cdk qu'elles inhibent la famille des INK4 (INhibitor 
ofCDK4) et la famille des CEP/KIP (Cdk Inhibitor Protein/Kinase Inhibitor Protem) 
(VIALLARD et al, 2001) La première famille, celle des INK4, inhibe de façon 
spécifique les sous-unités catalytiques de Cdk4 et Cdk6 via des interactions avec des 
motifs ankyrines en empêchant la formation du complexe cycline D/Cdk (SERRANO 
et al, 1993) Quatre protéines composent cette famille pl6mK4a, p l S ^ 4 5 , p l g ^ 4 0 
et pl9INK4d La seconde famille a un champ d'action plus large en formant des 
complexes protéiques avec les complexes formés par les cychnes A et E (SHERR & 
ROBERTS, 1999) Elle est représentée par p21Cip, p27Kipl et p57Kip2 qui arborent des 
motifs dans leur extrémité amino-terminale qui lient en même temps la cycline et la 
Cdk 
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1.8 LA TRANSITION Gl/S 
La transition Gl/S est gouvernée par deux familles de protéines celles de la 
famille du Rétinoblastome (pRB) et des facteurs de transcription E2F La famille 
pRB compte trois membres pRB (pi05), pi07 et pi30 Elles sont fonctionnellement 
et structurellement apparentées mais exhibent des fonctions différentes 
dépendamment du contexte (COBRINIK, 2005) Une des fonctions majeures de cette 
famille est de séquestrer les facteurs de transcription E2F et de les empêcher de lier le 
promoteur de leurs gènes-cibles dont plusieurs sont essentiels pour la progression 
dans le cycle cellulaire et la rephcation de l'ADN notamment La phosphorylation 
séquentielle de pRB par les complexes cychne D/Cdk4 et cychne D/Cdk6 vers le 
début/milieu Gl puis par le complexe cychne E/Cdk2 en fin Gl, assure 
Phyperphosphorylation de la protéine pRB induisant un changement de conformation 
qui l'empêche de séquestrer les facteurs de transcription E2F (HARBOUR et al, 
1999) La protéine pRB agit aussi comme un complexe transcnptionnel répresseur 
par le recrutement de protéines avec des activités histone désacétylases (HDAC) Un 
remodelage de la chromatine s'ensuit qui module par la suite l'activité 
transcnptionnelle des gènes cibles des E2F (DYSON, 1998) 
1 9 LES VOIES DE SIGNALISATION QUI CONTRÔLENT LA 
PROLIFÉRATION DES CELLULES ÉPITHÉLIALES INTESTINALES 
Plusieurs voies de signalisation sont essentielles pour la progression dans le 
cycle cellulaire et la différenciation des cellules Les principales dont il sera question 
sont celles de la voie Wnt/p-caténine, Notch, Hedgehog, BMP, MAPK et PI3K La 
voie Wnt/p-caténine occupe un rôle central et maintient les cellules de la crypte dans 
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un état prohfératif (CROSNIER et al, 2006) Lorsque la voie de signalisation Wnt 
est inactive, la P-caténine cytoplasmique interagit alors avec un complexe composé 
de plusieurs protéines dont APC, {Adenomatous Polyposis Coh), l'axme, GSK3P 
{glycogen synthase kinase 3/?) ainsi que CKl {casein kinase 1) qui alloue la 
phosphorylation de la P-caténine sur des résidus situés à son extrémité N-termmale 
(GAVERT & BEN-ZE'EV, 2007) Cette forme phosphorylée de la p-caténine est 
ensuite reconnue par la composante E3 ubiquitme ligase de la P-TrCP {beta-
transducin repeat-containing proteiri) qui coopère avec Skpl {S-phase kinase-
associated protein 1A), une protéine qui régule elle aussi la protéolyse de la P-
caténine par le protéasome (LATRES et al, 1999) De plus, la protéine Cull {cullin 
1) intervient dans la formation d'un échafaudage protéique permettant l'interaction 
entre ces différentes protéines et les complexes 1 et 2 d'ubiquitmation catalysant ainsi 
l'ajout de groupements ubiquitme à la p-caténine Une fois que la P-caténine est 
ubiquitinée, le signal est envoyé pour sa destruction finale par le protéasome 26S 
(LATRES et al, 1999) 
Cependant, lorsque la voie Wnt est active, Wnt lie alors les corécepteurs 
Fnzzled et LRP5/6 {LDL Receptor related Proteins 5/6) qui recrutent à leur tour la 
protéine Dsh {Dishevelled) (KKUCHI & YAMAMOTO, 2008) Celle-ci bloque 
l'activité kinase du complexe APC/GSK-3p/axine, stabilisant par le fait même la P-
caténine et permettant son accumulation La P-caténine, maintenant stabilisée, entre 
dans le compartiment nucléaire et héterodimérise avec des facteurs de transcription de 
la famille TCF {T Cell Factor) Le complexe P-caténme/TCF transactive des gènes 
clés pour la progression dans le cycle cellulaire comme c-myc et la cychne Dl (HE et 
al, 1998 , NATSUME et al, 2003) Cette voie de signalisation est capitale pour la 
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prolifération cellulaire dans l'épithéhum intestinal En effet, les souris dont le gène 
Tcf4 est invalidé présentent une absence presque totale de cellules en prolifération 
dans l'épithelium intestinal (KORINEK et al 1998) En plus, la surexpression d'un 
inhibiteur difflisible de Wnt, la protéine Dkkl (Dwkkopfî) dans un modèle munn 
montre une perte drastique de la taille et du nombre des cryptes intestinales 
accompagnée d'une réduction marquée de la prolifération cellulaire (PINTO et al, 
2003) L'importance de cette voie de signalisation est aussi mise en lumière par 
l'observation que dans l'épithéhum des souris dont le gène Tcf-4 est invalidé, les 
gènes contrôlés normalement par la voie Wnt/p-catemne comme c-myc, CD44 ou 
ENCl {Ectodermal-Neural Cortex 1) ne sont plus du tout exprimés (VAN DE 
WETERING et al, 2002) D'ailleurs, la perte d'expression de ces gènes cibles résulte 
en un arrêt du cycle cellulaire médie notamment par une induction de l'expression de 
p21 suite à la diminution de l'expression de c-myc, un répresseur transcriptionnel de 
ce gène (VAN DE WETERING et al, 2002) 
La voie Notch est associée à la détermination et à la différenciation des 
cellules épithéhales intestinales Néanmoins, elle est essentielle pour le maintien du 
compartiment prohfératif (CROSNIER et al, 2006) Les gènes Notch encodent des 
récepteurs transmembranaires activés par deux familles de hgands Delta et 
Jagged/Serrate Les récepteurs Notch sont exprimés sur la membrane cellulaire sous 
la forme d'un hétérodimère comprenant une sous-unité extracellulaire qui est liée à 
une seconde sous-unité contenant un domaine d'hétérodimérisation extracellulaire 
suivi par un domaine transmembranaire et qui se termine par une région 
cytoplasmique C'est la portion intracellulaire du domaine transmembranaire de la 
seconde sous-umté qui est responsable de la signalisation Cette voie de signalisation 
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repose sur les contacts cellules-cellules (KOCH & RADTKE, 2007) L'interaction 
hgand-récepteur entre deux cellules voisines mène à une succession de clivages 
protéolytiques qui libère le domaine cytoplasmique de NOTCH (NCID) qui 
transloque dans le noyau (SCHROETER et al, 1998) NCID hétérodiménse alors 
avec le facteur de transcription CBF-1 (C Promoter Binding Factor-1) pour 
transactiver des gènes cibles de cette voie comme c-myc, la cycline Dl et p21 
(KLINAKIS et al, 2006, STAHL et al, 2006, RANGARAJAN et al, 2001) 
L'inactivation post-natale spécifique dans l'intestin de l'homologue de CBF-1 chez la 
souris CSL/RBP-J {CBF-1, Suppressor of Hairless, LAG-l/Recombination signal-
Binding protein for immunoglobulin kappa J région) entraîne une disparition 
complète des cellules progénitrices et leur conversion en cellules gobelets (VAN ES 
et al, 2005) À l'inverse, la surexpression de NCID dans l'intestin munn inhibe la 
différenciation des cellules progémtnces de la crypte (FRE et al, 2005) 
Une autre voie importante dans le contrôle de la prolifération cellulaire des 
cellules de l'épithéhum intestinal est celle des Hedgehog Trois homologues sont 
connus chez les Vertébrés, soit Dhh (Désert Hedgehog), Shh (Sonic Hedgehog) et Ihh 
(Indian Hedgehog) Tous les membres de cette famille lient les récepteurs 
homologues, Ptc-1 et Ptc-2 (Patched), présents au niveau des cellules 
mésenchymateuses En absence de hgands, les récepteurs Ptc régulent négativement 
l'activité d'un récepteur transmembranaire appelé Smo (Smoothened) Par contre, en 
présence d'un ligand Hedgehog, les récepteurs Ptc n'inhibent plus Smo et stabilisent 
le facteur de transcription Gh (Ghoblastoma) en empêchant sa dégradation par le 
protéasome (LEES et al, 2005) Les protéines de la famille Gh transloquent alors au 
noyau et activent la transcription de gènes cibles comme les cychnes Dl et D2 (MILL 
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et al, 2003) Par ailleurs, le blocage du signal Hedgehog par la surexpression d'une 
protéine mhibitnce HHIP {HedgeHog Interacting Protein) résulte en une absence 
complète des villosites et a la présence d'un épithélium intestinal pseudo-stratifie 
hautement prohferatif (MADISON et al, 2005) La signalisation Hedgehog de 
l'épithélium vers le mésenchyme est nécessaire à l'établissement du compartiment 
villositaire et à la restriction de la prolifération dans les régions intervillositaires 
La quatrième voie de signalisation dont il sera question est la voie des BMP 
(Bone Morphogenetic Protein) qui est essentielle au maintien de Phoméostasie du 
tissu intestinal Les BMP font partie de la superfamille du TGF-0 (SANCHO et al, 
2004) Les BMP lient un récepteur de type II qui recrute et phosphoryle un récepteur 
de type I Ce dernier phosphoryle ensuite un R-SMAD (Receptor-regulated SMAD) 
qui s'associe à SMAD4 (Mothers against decapentaplegic homolog 4) et transloque 
au noyau d'où il transactive des gènes cibles comme p21 (POULIOT & LABRIE, 
2002) Les principaux BMP exprimés dans l'épithélium intestinal sont BMP2 et 
BMP4, qui s'associent au récepteur BMPR1A (MISHINA, 2003) Des souris dont le 
gène bmprla est invalidé présentent des villosités plus longues et une multiplication 
des cryptes (AUCLAIR et al, 2007) Par ailleurs, le signal BMP est antagonisé par 
Noggin Quand cette protéine est surexpnmée, des cryptes aberrantes se forment 
(HARAMIS et al, 2004) En bref, la signalisation BMP bloque la formation de 
cryptes ectopiques et l'expression de Noggin dans les cellules de la base de la crypte 
garde ce compartiment dans un état prohferatif (CROSNIER et al, 2006) 
La cascade de signalisation MAPK est intimement associée à la prolifération 
cellulaire Ainsi, la voie des MAPK (Mitogen Associated Protein Kinase) est activée 
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par différents stimuh comme des facteurs de croissance tels que l'EGF et des 
métabohtes des lipides comme le LPA notamment La cascade Ras > Raf > MEK > 
ERK1/2 active différents facteurs de transcription comme Elk-1 et ceux de la famille 
Ets (SANCHO et al, 2004) Par ailleurs, les formes phosphorylées et actives de ERK 
sont détectées dans le noyau des cellules indifférenciées de la crypte intestinale foetale 
humaine (ALIAGA et al 1999) De plus, le blocage de la voie MEK/ERK par 
l'utilisation d'un inhibiteur pharmacologique, le U0126, supprime la croissance des 
tumeurs du côlon (SEBOLT-LEOPOLD, 1999) Finalement, cette voie de 
signalisation est requise pour la synthèse de l'ADN dans des cellules epithéhales 
intestinales en culture (ALIAGA et al, 1999 , CHIU et al, 2003 , LARSON et al, 
2007) 
La dernière voie de signalisation dont nous examinerons la contribution à la 
prolifération et à la survie cellulaire épithehale intestinale est celle de la PI3K 
{Phosphatidyllnositol 3-Kinasé) En fait, trois classes de PI3K sont identifiées chez 
les mammifères (IA, IB, 2 et 3) Les PI3K de la classe 1A et IB sont les plus 
exprimées dans l'épithéhum intestinal Celles-ci sont constituées d'une sous-unité 
régulatrice de 85 kD et d'une sous-unité catalytique de 110 kD (pi 10a, pllOP et 
pi 105) Essentiellement, l'activité PI3K catalyse la production d'un second messager, 
le PIP3, qui active des protéines effectnces qui possèdent des domaines d'homologie 
pleckstnne comme les isoformes AKT ou des facteurs d'échange pour des petites 
GTPases tels que Vav et Tiam (RIVARD, 2009) Cette voie de signalisation est 
extrêmement sensible au statut cellulaire Par exemple, la PI3K est exprimée dans le 
cytoplasme des cellules prohfératives alors qu'elle se redistribue aux jonctions 
adhérentes dans les cellules différenciées et les entérocytes de la villosité (LAPRISE 
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FIGURE 4 : LES CINQ GRANDES VOIES DE SIGNALISATION QUI 
RÉGULENT LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE DES ENTÉROCYTES 
Schématisation des cinq grandes voies de signalisation qui contrôlent la prolifération 
des entérocytes À l'extrême gauche, une représentation de la voie WNT/p-catémne 
L'interaction WNT/Fnzzled/LRP 5/6 permet le recrutement de Dishevelled Cette 
dernière bloque l'activité kinase du complexe APC/GSK-3p/axine La P-caténine 
s'accumule, transloque au noyau et diménse avec un facteur de transcription TCF et 
transactive le promoteur de ses gènes cibles Lorsqu'un ligand de la famille des BMP 
comme le TGF-P reconnaît son récepteur, la réponse s'organise en deux temps En 
premier, le BMP lie un récepteur de type II qui recrute et phosphoryle un récepteur de 
type I Celui-ci phosphoryle alors un R-SMAD qui s'associe avec SMAD4 et 
transloque au noyau pour transactiver ses gènes cibles La voie des MAPK est 
souvent initiée par Pactivation d'un récepteur tyrosine kinase comme celui de l'EGF 
Le complexe Grb2/SOS est recruté et active la cascade Ras-+Raf—»MEK—>ERK 
Les protéines ERK1/2 migrent alors au noyau pour y activer des facteurs de 
transcription tels que Elk et Ets La voie de la PI3K est marquée par le recrutement de 
la PI3K (pi 10a + p85) qui catalyse la transformation de PIP2 en PIP3 qui permet le 
recrutement de AKT et PDK1 Cette dernière phosphoryle AKT et entraîne son 
activation subséquente Différentes options s'offrent alors comme Pactivation de la 
voie des MAPK, la phosphorylation de protéines comme Bad ou la promotion de la 
stabilisation de la p-catémne La voie Notch est activée par les hgands 
Jagged/Serrate ou Delta fourni par une cellule voisine L'activation de Notch 
entraîne son clivage et la libération du domaine cytoplasmique de Notch (NCID) Ce 
dernier héterodiménse avec CBF-1 et transactive ses gènes cibles La voie des 
Hedgehog est marquée par l'interaction entre un Hedgehog secrète et le récepteur 
Patched (PTC) Cette liaison active Smoothened (Smo) qui n'inhibe plus PTC et 
permet la stabilisation de Gh Celle-ci transloque alors au noyau et active Sa 
transcription de plusieurs gènes Figure adaptée de MENARD et al, 2005 
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et al, 2002) Également, la surexpression de la sous-unité catalytique pi 10a ou de 
Akt-1 augmente la prolifération de cellules épithéliales intestinales de rat et est 
essentielle à l'induction de l'expression de la cychne Dl par les facteurs de 
croissance (SHENG et al, 2003) 
1.10 LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION E2F 
HISTORIQUE 
La première mention du terme E2F remonte a 1987 quand l'équipe de Nevins 
et ses collaborateurs ont détecté dans des cellules de tératocarcinomes F9, la présence 
d'un facteur qui lie le promoteur adenoviral El A et qui est essentiel à son activation 
(REICHEL et al, 1987) D'ailleurs, l'origine du nom de cette famille de facteurs de 
transcription provient du fait qu'ils ont été initialement caractérisés par la découverte 
d'une activité cellulaire requise pour médier la transcription du promoteur adenoviral 
E2 d'où le nom E2 Factor (KOVEDSI et al, 1987) Par la suite, l'étude de cette 
classe s'est considérablement accélérée lorsque des interactions avec pRB ont permis 
de cloner E2F1 (HELIN et al, 1992) L'homologie entre les différents E2F, surtout 
au niveau du domaine de liaison à l'ADN, a permis d'isoler E2F2, E2F3 et E2F4 
(IVEY-HOYLE et al, 1993, LEES et al, 1993, GINSBERG et al, 1994) E2F5 a été 
isolé par la technique de double hybride dans des levures en utilisant pi07 comme 
appât (HIJMANS et al, 1995) D'ailleurs, la séquence homologue de 15 acides 
aminés, bien conservée entre les différents membres des E2F, qui caractérise le 
domaine de liaison à l'ADN a encore été mise à profit pour détecter la présence du 
sixième membre de cette famille soit E2F6 (TRIMARCHI et al, 1998) Grâce à la 
publication complète du génome humain et l'utilisation de la séquence nucléotidique 
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du domaine de liaison à l'ADN de E2F3 comme appât, une équipe a découvert un 
septième membre, E2F7 comportant deux variants d'épissages (DI STEFANO et al, 
2003) Finalement, le dernier membre connu a ce jour de cette famille, E2F8, a été 
découvert en 2005 chez l'humain (LOGAN et al, 2005) Depuis la découverte de 
l'activité E2F, de nombreuses publications n'ont pas tardé à montrer que les E2F sont 
essentiels pour la régulation transcnptionnelle de plusieurs gènes associés à la 
progression dans le cycle cellulaire comme la thymidine kinase et les cychnes A et E 
notamment (DYSON, 1998) Les facteurs de transcription E2F interviennent aussi au 
niveau de la réplication de l'ADN en régulant la transcription de gènes cruciaux pour 
ce processus comme VADN polymérase a et PCNA (Proliferating Cell Nuclear 
Antigen) (OHTANI, 1999) Le point commun à tous les membres de cette famille de 
facteurs de transcription est leur capacité à lier une séquence consensus d'ADN 
TTTSSCGC où S est soit une cytosine ou une guanine (RABINOVICH et al, 2008) 
Ces facteurs de transcription sont du type bHLH (basic Helix-Loop-Hehx) Il est 
important de mentionner que tous les membres de cette famille sont encodés par des 
gènes localisés sur des chromosomes différents 
Jusqu'à maintenant, cette famille compte présentement 8 membres allant de 
E2F1 à E2F8 (POLAGER & GINSBERG, 2008) On divise cette famille en trois 
sous-groupes en les regroupant par l'homologie de structure et de fonction La 
première sous-famille comprend E2F1, E2F2 et E2F3a E2F1 représente le membre 
de cette grande famille le mieux caractérisé jusqu'à maintenant En effet, les 
premières études de surexpression de E2F1 dans divers modèles cellulaires ont mis en 
lumière la capacité de celui-ci à transactiver de façon forte les promoteurs d'une 
myriade de gènes associés à la prolifération cellulaire, la réplication de l'ADN ou 
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Papoptose entre autres (WU et al, 2009) Ces études ont initié un vaste mouvement 
d'intérêt de la communauté scientifique envers E2F1 qui a permis de jeter les bases 
pour la caracténsation des autres membres de cette famille Par exemple, il a été 
montré que l'habileté du facteur c-myc à faire progresser les cellules dans le cycle 
cellulaire est altéré lorsque E2F2 ou E2F3 est absent (LEONE et al, 2001) Il est à 
noter que l'utilisation de deux promoteurs différents pour E2F3 donne naissance à 
deux isoformes aux propriétés totalement différentes E2F3a et E2F3b Ainsi E2F3b 
est exprimé surtout dans les cellules quiescentes et son niveau d'expression demeure 
constant dans toutes les phases du cycle cellulaire En ce qui a trait à la protéine 
E2F3a, elle est exprimée de façon maximale lors de la transition Gl/S (LEONE et al, 
2000) Cette première sous-famille est caractérisée par une grande redondance au 
niveau de la fonction de chacun de ses membres Par exemple, des études réalisées 
sur des souris qui expriment E2F3b à partir du locus de E2F3a ont démontre que la 
seule expression de E2F3b dans ce nouveau contexte génomique permet de supprimer 
tous les phénotypes post-nataux observés associés avec la double inactivation de 
E2F1 et E2F3b (TSAI et al, 2008) 
La seconde sous-famille est représentée par E2F4 et E2F5 Ces deux 
membres ont été initialement caractérisés comme ayant une activité répressive sur la 
transcription Cependant, le consensus commence à se faire sur le fait que cette vision 
de E2F4 et E2F5 est un peu trop simpliste En effet, de nombreuses évidences dans la 
littérature démontrent que ces deux E2F sont tout à fait capables de transactiver 
efficacement des gènes cibles classiques des E2F (POLAGER & GINSBERG, 2008) 
De plus, la première sous-famille, celle de E2F1, E2F2 et E2F3 était souvent qualifiée 
de famille activatrice alors que maintenant de nombreuses études ont montré que 
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ceux-ci répriment autant de gènes qu'ils peuvent en activer (KINROSS et al, 2006 , 
TEISSIEReta/,2010) 
Le dernier sous-groupe est beaucoup moins connu car les membres de cette 
famille n'ont été caractérisés que très récemment soit E2F6, E2F7 et E2F8 et ils 
présentent des propriétés différentes des deux premières sous-familles (POLAGER & 
GINSBERG, 2008) Le rôle biologique de E2F7 et E2F8 reste encore à définir En 
fait, les études d'invalidation génétique sur des souris double mutantes E2F7-I-, E2F8 
-/- semblent démontrer que ces deux membres limitent grandement l'expression de 
E2F1 en la réprimant Ces souris sont caractérisées par la présence abondante de 
cellules en apoptose dans différents tissus en développement Or, si E2F1 ou une de 
ses cibles transcnptionnelles, p53, sont inactives, les problèmes d'apoptose qui 
affectent les différents tissus disparaissent (LI et al, 2008) La perte de E2F7 et 
E2F8 entraîne donc une perte de contrôle de l'expression de E2F1 qui lorsqu'il est 
déregulé ou exprimé à des niveaux trop élevés induit très facilement des gènes 
associés aux cascades apoptotiques E2F6 participe aussi à la répression de la 
transcription de différents gènes Par contre, son activité répressive semble être 
imputable à sa capacité unique à recruter les répresseurs transcriptionnels de la 
famille Polycomb (TRIMARCHI et al, 2001) 
1 11 STRUCTURE DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION E2F 
Au niveau de la structure, les facteurs de transcription E2F partagent de 
nombreuses similitudes mais présentent également de nombreuses différences Au 
niveau des similarités, ils possèdent tous au moins un domaine de liaison à l'ADN 
24 
extrêmement bien conservé (DEVIOVA & DYSON, 2005) E2F7 et E2F8 disposent 
de deux domaines de liaison à l'ADN contrairement aux autres Une caractéristique 
importante des E2F est leur capacité d'héterodiménser avec les protéines de la 
famille DP Cette interaction est capitale pour assurer une liaison forte à l'ADN Les 
E2F seuls présentent peu d'affinité pour l'ADN mais l'hétérodiménsation avec les 
protéines DP potentiahse la liaison (RABINOVICH et al, 2008) La spécificité du 
dimère est assurée par la composante E2F (DYSON, 1998) E2F7 et 8 se présentent 
comme des exceptions à cette règle car ils lient l'ADN sous forme d'homodimères ou 
d'hétérodimères En fait, E2F7 et E2F8 sont dépourvus d'un domaine 
d'hétérodimérisation aux DP et le fait qu'ils possèdent un deuxième domaine de 
liaison à l'ADN leur permet de se passer de l'interaction avec les protéines DP 
(IAQUINTA & LEES, 2007) C'est dans le domaine dévolu à l'hétérodiménsation 
avec les protéines DP que l'on retrouve la " marked box" qui médie les interactions 
entre les E2F et des protéines comme TFE3 ou YY1 Ces interactions ciblent une 
protéine E2F a un promoteur en particulier dépendamment avec quel partenaire celle-
ci mteragit (BLACK et al, 2005) Ce domaine assure une certaine spécificité pour 
que les E2F puissent discriminer entre les éléments de réponse fonctionnels et ceux 
qui ne le sont pas À l'extrémité carboxy-terminale, on retrouve un domaine de 
transactivation, cette zone active la transcription en interagissant avec les facteurs de 
transcription généraux comme TFIID et des coactivateurs transcnptionnels tels que 
p300/CBP et TRAPP (DEGREGORI & JOHNSON, 2006) E2F6, E2F7 ainsi que 
E2F8 en sont dépourvus d'où le fait qu'ils sont associés à une activité répressive de la 
transcription Au coeur du domaine de transactivation, on retrouve une zone 
primordiale pour le recrutement des protéines de la famille dçs"pocket proteins" 
comme pRB, pl07 et pl30 qui est critique pour la régulation de l'activité 
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FIGURE 5 : LES MEMBRES DE LA FAMILLE DES FACTEURS DE 
TRANSCRIPTION E2F 
Liste des membres des facteurs de transcription E2F avec leurs tailles en acides 
aminés, leur localisation chromosomique et leurs partenaires d'interaction avec les 
"pocket proteins" Les membres de cette famille possèdent des domaines fortement 
homologues Tous les E2F possèdent un ou deux domaines de liaison à l'ADN (en 
mauve) E2F6, E2F7a, E2F7b et E2F8 ne possèdent pas de domaine de 
transactivation en jaune Ceux qui ont un domaine de transactivatton possèdent aussi 
un domaine de liaison au "pocket protem"(bleu) qui est contenu dans le domaine de 
transactivation E2F1, E2F2 et E2F3a présentent une séquence de localisation 
nucléaire (en vert) alors que E2F4 et E2F5 en sont dépourvus mais ils possèdent deux 
séquences d'export nucléaires inclues à une extrémité du domaine de liaison à 
i'ADN Une zone importante pour la dimérisation avec les protéines DP et qui 
contient aussi la "marked box", essentielle pour le recrutement de protéines, est 
représentée en rouge dans les protéines E2F1 à E2F6 Finalement, E2F1, E2F2 et 
E2F3a possèdent une séquence d interaction avec le complexe cycline A/Cdk2 
représentée en marron clair 
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transcnptionnelle des E2F (LEE et al, 2002) Par ailleurs, E2F1 possède dans son 
extrémité amino-terminale, une séquence en acides aminés responsable de la liaison 
avec le complexe cycline A/Cdk2 Cette interaction est importante car la 
phosphorylation de E2F1 par ce complexe enzymatique en diminue la capacité à lier 
l'ADN et par le fait même sa capacité à transactiver le promoteur de ses gènes cibles 
(XU et al, 1994) Ce motif est retrouvé aussi chez E2F2 et E2F3a (BLAIS & 
DYNLACHT, 2004) Une autre caractéristique importante propre à certains 
membres de la famille des E2F, soit E2F1, E2F2, E2F3a et E2F3b, est la présence 
d'une séquence de localisation nucléaire, riche en acides aminés basiques (NLS) 
(VERONA et al, 1997) Celle-ci confère une localisation nucléaire à ces protéines 
en permettant directement l'interaction avec l'importine a et le transport subséquent 
au noyau En ce qui a trait a E2F4 et E2F5, ces deux protéines sont dépourvues de 
NLS mais possèdent une séquence d'export nucléaire (NES) caractérisée par une 
région hydrophobique riche en leucine et isoleucine (GAUBATZ et al, 2001 , 
APOSTOLOVA et al ,2002) L'entrée dans le noyau de E2F4 et E2F5 est assurée 
soit par une protéine de la famille DP ou par les " pocket proteins" qui complexent 
E2F4 et E2F5 (MUNDLE & SABERWAL, 2003) Celles-ci permettent la 
translocation au noyau de ces deux protéines en fournissant le signal de localisation 
nucléaire qui leur fait défaut E2F4 et E2F5 doivent donc obligatoirement interagir 
avec une de ces protéines afin de gagner le noyau Finalement, une caractéristique 
propre a E2F4 est la présence dans son domaine de transactivation d'une séquence de 
13 sennes consécutives dont le rôle biologique est encore mal défini 
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1.12 RÉGULATION DE L'ACTIVITÉ TRANSCRIPTIONNELLE DES E2F 
Les facteurs de transcription E2F sont impliqués dans la régulation d'une 
multitude de gènes impliqués dans des processus qui vont au-delà du simple contrôle 
de la transition Gl/S La régulation de l'activité de ceux-ci est étroitement surveillée 
par différents mécanismes Le premier mécanisme de contrôle passe par l'interaction 
avec les protéines de la famille du retinoblastome (pRB, pi07 et pi30) Ainsi, la 
protéine pRB lie préférentiellement E2F1, E2F2 et E2F3a Dans le cas de E2F4 et 
E2F5, ils sont régulés principalement par pl07 et pl30 Par contre, E2F4 peut lier 
pRB dépendamment du contexte (COBRJNIK, 2005) Les "pocket proteins" régulent 
l'activité transcnptionnelle des E2F par deux moyens le premier est comme 
mentionné plus haut la liaison directe du domaine de transactivation par une "pocket 
protein" hypophosphorylée qui empêche le recrutement des facteurs de transcription 
généraux par encombrement sténque Le deuxième moyen passe par le recrutement 
d'activités histone désacétylases (HDAC) Cette activité HDAC élimine les 
groupements acétyles présents sur les histones H3 et H4 et génère une forme de 
chromatine beaucoup plus compactée et qui est réfractaire à l'initiation de la 
transcription au niveau des gènes cibles des E2F (COBRJNIK, 2005) 
Un autre moyen de régulation est via la localisation cellulaire La première 
sous-famille, E2F1, E2F2 ainsi que les deux variants d'épissage de E2F3, possèdent 
une séquence de localisation nucléaire Celle-ci leur octroie une localisation 
constitutivement nucléaire alors que E2F4 en est dépourvu et se localise surtout dans 
le compartiment cytoplasmique (GAUBATZ et al, 2001) E2F4 est importé dans le 
noyau selon la voie classique du transport nucléo-cytoplasmique (GAUBATZ et al, 
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2001) L'activité transcnptionnelle de E2F4 est d'ailleurs fortement régulée par sa 
localisation Ainsi, dans les fibroblastes humains WI-38, une grande proportion de 
E2F4 est retrouvée dans le noyau des cellules en G0/G1 mais lorsque les cellules 
progressent en phase S, E2F4 occupe alors une localisation cytoplasmique et son 
activité transcnptionnelle est inhibée (VERONA et al, 1997) Par ailleurs, E2F4 et 
E2F5 possèdent deux séquences NES dont l'action est inhibée par la leptomycine, un 
inhibiteur du récepteur d'export nucléaire CRM1 (GAUBATZ et al, 2001) Un autre 
moyen de régulation demeure au niveau de l'expression Par exemple, les niveaux 
d'expression de E2F1 sont fortement induits quelques heures après une stimulation 
des fibroblastes par le sérum (SARDET, 1994) 
Des modifications post-traductionnelles altèrent l'activité des E2F Par 
exemple, la phosphorylation de E2F1 par le complexe cyclme A/Cdk2 diminue 
l'affinité pour l'ADN E2F1 ne lie plus aussi bien l'ADN et il ne transactive plus 
efficacement ses gènes cibles (XU et al, 1994) Une autre modification post-
traductionnelle qui régule les niveaux d'expression des E2F est l'ubiquitination qui 
dirige les protéines modifiées au protéasome où elles seront dégradées Hateboer et 
ses collaborateurs ont montré que E2F1 et E2F4, dans le contexte d'une lignée 
cellulaire issue d'un carcinome du col de l'utérus, les C33A, sont tout les deux 
ubiquitinés et dégradés par le protéasome à moins d'être protégés par la liaison avec 
pRb dans le cas de E2F1 et par pi07 ou pi30 dans le cas de E2F4 (HATEBOER et 
al, 1996) Finalement, E2F1, E2F2 et E2F3 peuvent être acétylées alors que E2F4, 
E2F5 et E2F6 ne le sont pas L'acétylation de ces protéines augmente l'affinité pour 
l'ADN et accroît l'activité transcnptionnelle (MARZIO et al, 2000) 
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Les protéines DP (Developmentally regulated transcription factor-
Polypeptidé) sont essentielles pour la liaison à l'ADN des E2F On connaît pour le 
moment DPI, DP2, DP3 et DP4 DP2 et DP3 proviennent d'un épissage alternatif du 
même gène (DEGREGORI, 2002, MILTON et al, 2006) Les protéines DP 
reconnaissent la même séquence que les E2F et leur domaine de liaison à l'ADN est 
extrêmement similaire (HITCHENS & ROBBINS, 2003) De plus, les protéines DP 
servent d'échafaudage pour le recrutement des "pocketproteins" À l'instar de E2F1, 
DPI est une cible pour le complexe cychne A/Cdk2 et son affinité pour l'ADN est 
diminuée suite à sa phosphorylation (KREK et al 1994) Par ailleurs, la composante 
DP est essentielle à la localisation nucléaire de E2F4 et de E2F5 Normalement, 
E2F4 se localise principalement dans le cytoplasme mais lorsque DP-2 est coexpnmé 
avec celle-ci, elle entre enfin au noyau (MAGAE et al, 1996) Au moins quatre 
variants d'épissage pour DP2 ont été caractérisés jusqu'à maintenant D'ailleurs, 
deux de ces variants ne possèdent plus de NLS et quand ils sont coexpnmés avec 
E2F4, la protéine n'est plus transportée au noyau (MAGAE et al, 1996) Par ailleurs, 
il est intéressant de noter que le complexe E2F4/DP-1 est responsable de la majorité 
de l'activité de liaison à l'ADN parmi tout les autres E2F dans le modèle des cellules 
T humaines (MOBERG et al, 1996) L'ensemble de ces données suggère que les 
protéines DP et leurs différents variants jouent un rôle critique dans le contrôle de la 
localisation des E2F 
Les facteurs de transcription E2F sont également connus pour influencer leur 
expression entre eux Par exemple, E2F3 et E2F4 sont impliqués dans la régulation 
de l'expression de E2F1 dans les astrocytomes U343 (ARAKI et al, 2003) De plus 
E2F1 peut lier son propre promoteur et ainsi contrôler sa propre expression (ARAKI 
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et al, 2003) Deux éléments de réponse aux E2F sont présents dans son promoteur 
Le complexe E2F4/pl30 lie le site le plus distal alors que E2F1 et E2F3 reconnaissent 
le site le plus près du site d'initiation de la transcription Ainsi, en GO, E2F4 lie le 
site distal et est responsable de la répression de la transcription de E2F1 tout en 
empêchant, par encombrement sténque, le recrutement de E2F1 et E2F3 au site 
proximal Cependant, lorsque les cellules progressent dans le cycle cellulaire, 
E2F4/pl30 quitte le site distal, laissant le champ libre à E2F1 et E2F3 pour fixer le 
site E2F proximal et induire la transcription de E2F1 (Araki et al, 2003) De 
nombreux gènes cibles des E2F suivent ce modèle de régulation en présentant deux 
sites de liaisons E2F dans leurs promoteurs comme cdcô, cdc25A et B-myb De plus, 
le modèle animal E2F7 -/-, E2F8 -/- a démontré de façon convaincante que l'absence 
de ces deux protéines menait à une dérégulation de la transcription de E2F1 qui 
même à une apoptose aberrante dans différents tissus murins (LI et al, 2008) Il a 
également été montré que E2F1, E2F2 ainsi que E2F3 possèdent des éléments de 
réponse à c-myc et qu'ils sont induits par ce facteur de transcription (LEONE et al, 
2001) 
Le promoteur de E2F4 n'est pas encore caractérisé de façon très précise II a 
été montré que FBI-1 (Factor that Bmd to IST), un répresseur transcnptionnel 
impliqué dans l'arrêt de prolifération des pré-adipocytes et l'initiation de la 
différenciation réprime l'activité du promoteur de E2F4 en liant directement un site 
riche en guamnes présent dans le site allant des nucléotides -11 à -5 par rapport au 
site d'initiation de la transcription (LAUDES et al, 2008) 
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1.13 LES MODÈLES ANIMAUX : E2F1 VERSUS E2F4 
Etant donne l'implication des E2F dans une pléthore de processus 
physiologiques, des modèles de souris dont les gènes E2F sont invalidés ont été 
générés pour examiner la contribution de cette famille de gènes Ces modèles ont 
rapidement montré que les membres de cette famille ont des fonctions souvent 
redondantes car la perte d'un E2F peut être compensée par un autre dans une certaine 
mesure Cela rend la tâche extrêmement difficile d'assigner un rôle spécifique à un 
E2F en particulier Pour accentuer les phénotypes, des souris avec des combinaisons 
de gènes E2F invalidés ont même été faites Par exemple, des études réalisées sur des 
fibroblastes embryonnaires de souris ont conclu qu'il fallait invalider E2F1, E2F2 et 
E2F3 pour que les cellules arrêtent de proliférer montrant ainsi comment les E2F de 
ce groupe peuvent se substituer les uns aux autres (DEGREGORI & JOHNSON, 
2006) Un résumé des phénotypes observés suite à l'invalidation de chaque gène E2F 
dans le modèle munn est retrouvé dans le tableau 1 II est à noter que pour E2F7 et 
E2F8, l'invalidation de chaque gène n'a aucune répercussion sur les souris 
Cependant, l'invalidation simultanée de E2F7 et E2F8 entraîne une apoptose massive 
des cellules embryonnaires et des défauts au niveau de la vasculansation de 
l'embryon et du sac vitelhn (LI et al, 2009) Dans cette thèse, l'emphase sera mise 
sur les modèles munns où E2F1 et E2F4 sont invalidés 
C'est en 1996 que la souris E2F1 -/- a été obtenue et ces animaux sont viables 
et fertiles (FIELD et al, 1996) En apparence normale, ces souris se caractérisent par 
la présence d'un thymus plus gros que les souris contrôles E2F1 +/+ en raison de 
l'insensibilité des thymocytes immatures aux signaux apoptotiques normaux qui 
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E2F1 -/-, E2F3b -/-
E2F1 -/-, E2F2 -/-, E2F3a -/-
E2F1 -/-, E2F2 -/-, E2F3b -/-
E2F1 -/-, E2F2 -/-, E2F3 -/-
Phénotype 
Atrophie testiculaire, tumongenèse accrue, 
apoptose des cellules T réduites (FIELD et 
al, 1996) 
Auto-immunité, tumongenèse accrue, 
hyperprohfération des cellules 
hématopoiétique (MURGA et al ,2001) 
Insuffisance pancréatique et diabètes 
(IGLESIAS et al, 2004) 
Mort néonatale (HUMBERT et al, 2000) 
Dépôts réduits de tissus adipeux blanc dans 
un fond génétique pur lorsque les souris 
vieillissent Pas d'effet dans un fond 
génétique hybride (TSAI et al, 2008) 
Pas d'effets (TSAI et al, 2008) 
Mort à 1 mois, croissance lente, organes 
sexuels sous-développés, dépôts réduits de 
tissus adipeux, nombre moindre de cellules 
pancréatiques exocrines et problèmes de 
développement pour les poumons, les 
testicules et les ovaires (TSAI et al, 2008) 
Légèrement plus petites mais aucuns 
problèmes (TSAI et al, 2008) 
Mort à 19 5 jours post-conception (TSAI et 
al, 2008) 
Souris plus petites mais ne présentent 
aucuns problèmes (TSAI et al, 2008) 
Mort embryonnaire à 10 5 jours post-
conception (TSAI et al, 2008) 
TABLEAU 1 : RÉSUMÉ DES PHENOTYPES OBSERVÉS CHEZ LES 
SOURIS DONT LES GÈNES E2F SONT INVALIDÉS 
33 
Gène E2F invalidé 
E2F4 -/-
E2F5 -/-




E2F7 -/-, E2F8 -/-
Phénotype 
Petites, problèmes de prolifération 
cellulaire au niveau hématopoiétique et 
intestinal, problèmes cranio-faciaux 
(REMPEL et al ,2000) 
Mort post-natale due au développement 
d'une hydrocéphalie (LINDEMAN et 
al, 1998) 
Mortalité embryonnaire (GAUBATZ et 
al, 2000) 
Défaut dans le développement des 
spermatocytes et transformations 
homéotiques axiales au niveau lombaire 
et des vertèbres du sacrum (STORRE et 
al, 2002) 
Aucune anormahté (LI et al, 2008) 
Aucune anormahté (LI et al, 200,8) 
Mort embryonnaire à 12 5 jours post-
conception avec apoptose généralisée, 
vasculansation dilatée et hémorragies (LI 
et al, 2008) 
TABLEAU 1 (suite) : RÉSUMÉ DES PHENOTYPES OBSERVÉS CHEZ LES 
SOURIS DONT LES GÈNES E2F SONT INVALIDÉS 
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surviennent durant la maturation de ceux-ci Par ailleurs, la prolifération cellulaire 
dans Pépithélium intestinal des souris E2F1 -/- n'est aucunement altérée Cependant, 
quand les souris vieillissent, des tumeurs apparaissent au niveau des poumons, du 
tractus reproductif et les souris développent des lymphomes (YAMASAKI et al 
1996) Ces résultats étaient fort surprenants dans le sens que E2F1 est connu pour 
réguler positivement de nombreux gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et 
la réphcation de l'ADN Par exemple, il avait été clairement démontré que la simple 
surexpression de E2F1 dans des fibroblastes quiescents permettait l'entrée de ceux-ci 
en phase S (JOHNSON et al, 1993) De plus, d'autres études montraient que E2F1 
agissait comme un oncogène en étant capable de transformer des fibroblastes 
embryonnaires de rat lorsque surexpnmé (SINGH, 1994) Pour la première fois, les 
études de Field et Yamasaki sur le modèle de souris dont le gène E2F1 est invalidé 
montraient que E2F1 peut agir comme un gène suppresseur de tumeurs Cependant, 
d'autres études n'ont pas tardé à confirmer cette observation Par exemple, il a été 
décrit que dans des fibroblastes NIH 3T3 transformes par Ras ou Neu, la 
surexpression de E2F1 réduit la formation de colonies en agar mou de 80% (LEE & 
FARNHAM, 2000) Également, une équipe a croisé des souris transgéniques où c-
myc, sous le contrôle du promoteur K5 est surexpnmé avec des souris dont E2F1 est 
invalidé pour tenter d'élucider le rôle de cette dernière dans le processus de la 
tumongenèse (ROUNBEHLER et al, 2002) Avec ce modèle d'étude, ils ont 
observé que Pinactivation de E2F1 accélère le développement des tumeurs 
normalement induites par la surexpression de c-myc Plusieurs facteurs entrent en 
ligne de compte pour déterminer si dans un contexte donné E2F1 va se comporter soit 
comme un oncogène ou un suppresseur de tumeurs Ainsi, le type cellulaire et la 
sorte de stimuh oncogénique employé pour provoquer la transformation sont deux 
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facteurs critiques tout comme la nature des mutations qui affectent des protéines 
cruciales pour le processus de tumongenèse Par exemple, dans un modèle de 
carcinogenèse en deux étapes, un agent chimique extrêmement carcinogène, le 
DMBA, est appliqué sur la peau des souris qui expriment E2F1 sous le contrôle du 
promoteur épithéhal K5 pour induire des mutations qui affectent particulièrement le 
gène c-Ha-Ras (codon 61) pour le rendre constitutif actif (PIERCE et al, 1999) Par 
la suite, des traitements répétés au TPA, un agent irritant et non génotoxique, induit 
l'expansion des cellules mutées Finalement, des papillomes finissent par se former 
et avec le temps, ceux-ci peuvent se transformer en carcinomes malins Or, les souris 
transgéniques K5-E2F1 résistent à la formation de tumeurs avec ce protocole 
Cependant, si ces souris sont exposées à un rayonnement UV, elles s'avèrent être très 
sensibles à la carcinogenèse induite par les rayons UV (RUSSELL et al, 2006) La 
différence dans la nature des mutations induites par le DMBA (c-Ha-Ras) versus les 
mutations induites par les rayons UV (p53) semble expliquer cette susceptibilité 
accrue En fait, la carcinogenèse induite par les rayons UV affecte tout 
particulièrement p53 Dans le cas du protocole avec le DMBA, p53 n'est muté que 
très tardivement dans le processus de carcinogenèse De plus, le maintien d'une 
forme fonctionnelle de p53 permet de lutter contre les pressions associées aux 
signaux prohferatifs envoyés par l'activation des différentes voies de signalisation qui 
sont stimulées par l'activité de Ha-Ras Lorsque les souris transgéniques K5-E2F1 
sont croisées avec des souris p53 -I- ou pi 9*^-1- et soumises au protocole 
expérimental avec le DMBA, elles perdent leur résistance à la formation de 
papillomes (RUSSELL et al, 2006) Finalement, les différences dans les mutations 
initiatrices de la carcinogenèse semblent être primordiales pour déterminer si E2F1 se 
comportera soit comme un gène suppresseur de tumeur ou un oncogène D'ailleurs, 
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les différents modèles de souris utilisés démontrent bien que, selon le contexte, E2F1 
agit soit comme un oncogène ou un suppresseur de tumeurs 
Le comportement de E2F1 semble être aussi dicté par le type cellulaire et par 
son niveau d'expression Par exemple, des kératinocytes normaux humains NHFK 
qui expriment des niveaux élevés de E2F1 exogènes sont incapables de générer des 
lignées cellulaires transformées lorsque ceux-ci sont transformés par les 
oncoprotémes du papiUomavirus E6 et E7 Par contre, avec des quantités moindres 
de E2F1, des lignées cellulaires transformées ont pu être obtenues (MELILLO et al, 
1994) Il est clair que E2F1 peut engendrer plusieurs types de réponses 
dépendamment de l'intensité du signal reçu, du type cellulaire, de la présence et de la 
fonctionnalité de ses cibles transcnptionnelles ainsi que des régulateurs de son 
activité transcriptionnelle entre autres peuvent faire pencher la balance en faveur d'un 
rôle suppresseur de tumeurs par induction de l'apoptose ou par l'établissement d'un 
phénotype sénescent ou se transformer en un oncogène puissant (JOHNSON & 
GREGORI, 2006) 
La souris E2F4 -/- a été générée en 2000 (REMPEL et al, 2000) Les souris 
sont affectées par différents problèmes Elles sont beaucoup plus petites que les 
souris hétérozygotes et ce tout au long de leur vie Ces souris possèdent un museau 
plus petit et la tête est plus large De plus, ces souris présentent des altérations au 
niveau hématologique avec une réduction du nombre de cellules myéloides et des 
cellules B Au niveau du tube digestif, la perte de E2F4 induit un changement 
dramatique dans l'architecture intestinale Le nombre de cryptes est grandement 
diminué et les villosités deviennent plus petites L'épaisseur de la lamina propria est 
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réduite comparée aux souris hétérozygotes Ce résultat suggère fortement un rôle de 
E2F4 dans l'établissement et le maintien du compartiment prohfératif intestinal 
(REMPEL et al, 2000) En plus, les souris E2F4 -/- développent souvent des rhimtes 
chroniques en raison de l'absence de cellules ciliées dans tout l'épithélium des voies 
respiratoires Dans l'épithélium nasal, les cellules ciliées sont remplacées par des 
cellules productrices de mucines et procurent un environnement propice pour le 
développement des bactéries pathogènes (DANIELIAN et al, 2007) Également, des 
altérations au niveau du développement embryonnaire des yeux sont observées chez 
les souris E2F4 -I- (RUZHYNSKY et al, 2009) 
1.14 LES GÈNES CIBLES DES E2F 
Les facteurs de transcription E2F sont impliqués dans la régulation d'une 
myriade de processus cellulaires comme l'entrée en phase S, la régulation de la 
mitose, l'apoptose, la réparation de l'ADN, la différenciation et le développement 
(BLAIS & DYNLACHT, 2004) Les E2F participent à la régulation de l'expression 
de plusieurs gènes essentiels au bon déroulement de ces différents processus Le 
point commun de tous ces gènes est qu'ils possèdent un ou des éléments de réponse 
aux E2F Différentes études ayant recours soit à la surexpression d'un membre de 
cette famille ou à l'analyse de la liaison des facteurs de transcription E2F à un 
promoteur par la technique d'immunoprécipitation de la chromatine commencent a 
mettre en évidence la vaste gamme de gènes régulés par les E2F Les gènes 
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire comptent parmi les cibles les mieux 
caractérisées des E2F Plusieurs cychnes et cdks sont induites de façon séquentielle 
durant la progression dans le cycle cellulaire et cette régulation temporelle est 
largement influencée par l'activité des facteurs de transcription E2F Par exemple, 
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dans les cellules REF52, E2F3 induit fortement la transcription de Cdk2 
(DEGREGORI et al, 1997) E2F1, E2F2 et E2F3 transactivent aussi efficacement le 
promoteur de la cycline E (VIGO et al, 1999) L'activation des complexes 
cychnes/Cdk au moment approprie est essentielle à la progression dans le cycle 
cellulaire De plus, des gènes importants pour la synthèse des nucléotides comme la 
ribonucléotide réductase 2 (RR2) et la thymidine kinase sont fortement induits dans 
les cellules REF52, des fibroblastes embryonnaires de rat, dans lesquelles on 
surexpnme soit E2F1 ou E2F2 (DEGREGORI et al, 1997) L'induction de E2F1 
lors de la transition Gl/S est associée à l'induction de nombreuses cibles 
transcnptionnelles importantes pour la progression dans le cycle cellulaire comme la 
cycline B, la cycline E, Cdc25A, Orcl, Bubl pour ne nommer que celles-ci (DE 
GREGORI, 2002) D'ailleurs, la protéine pRB, déterminante pour la progression 
dans le cycle cellulaire est régulée par l'activité des facteurs de transcription E2F 
Ainsi, l'activation de son promoteur par la liaison des facteurs E2F permet un 
accroissement de son expression au moment de la transition Gl/S (DI FIORE et al, 
1999) 
Les membres de la famille E2F sont fortement impliqués dans le processus de 
la réphcation de l'ADN en contrôlant l'expression de nombreux gènes qui y sont 
impliqués Par exemple, la protéine Cdc6, une cible bien connue de E2F1, est 
importante pour l'initiation de la synthèse de l'ADN et la formation des origines de 
réphcation (YAN et al, 1998) Des enzymes critiques pour la réphcation de l'ADN 
tels que la topoisomérase II, l'ADN hgase et l'ADN pnmase font partie des cibles 
transcnptionnelles des E2F (ISHIDA et al, 2001) Classiquement, les promoteurs de 
nombreux gènes associés à la prolifération cellulaire sont réprimés par des complexes 
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E2F4/pl30 et par un faible niveau d'acétylation En fin Gl, le complexe 
transcnptionnel E2F4/pl30 est remplacé par E2F1 ou E2F3 Les niveaux 
d'acétylation sur les histones H3 et H4 augmentent et les promoteurs des gènes sont 
activés (TAKAHASHI et al, 2000) La vaste gamme de gènes modulée par les E2F 
au niveau de la transition Gl/S et de la progression dans le cycle cellulaire montre le 
rôle central de cette famille dans la régulation de ces processus Par ailleurs, des 
éléments de réponse pour les E2F sont retrouvés au niveau du promoteur de 
nombreux gènes impliqués dans la régulation de l'apoptose comme p53, p73 et 
APAF-1 et il en sera question dans les prochaines sections (CHOI et al, 2002, 
IRWIN et al, 2000, MORONI et al, 2001) 
1 15 IMPLICATION DES FACTEURS E2F DANS L'APOPTOSE 
Les premières études sur les facteurs de transcription E2F ont mis en évidence 
le rôle important qu'ils jouent au niveau de la régulation de la transition Gl/S et de la 
progression en phase S (LEES et al, 1992 , SCHWARZ et al, 1993 , SHAN & LEE, 
1994, DE GREGORI et al, 1995) Cependant, de nombreux travaux ont montré que 
l'activation de certains membres de la famille E2F induit des cascades de 
signalisation qui peuvent mener à la mort cellulaire programmée On reconnaît deux 
grandes voies classiques de signalisation qui régissent l'apoptose la voie intrinsèque 
(induite par des stress cellulaires comme les dommages à l'ADN et le stress oxydatif) 
et la voie extrinsèque (régulée par les récepteurs de mort cellulaire) (MOFFITT et al, 
2010) Les facteurs de transcription E2F sont fortement engagés dans la régulation de 
ces deux voies car ils contrôlent, au niveau transcnptionnel, l'expression de protéines 
importantes dans la régulation de l'apoptose tant au niveau intrinsèque que 
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extrinsèque Les deux voies apoptotiques sont interconnectées et Pactivation de 
celles-ci mène à Pactivation des protéases effectnces, notamment les caspases, les 
maîtres d'oeuvre de l'apoptose (PRADELLI et al ,2010) 
1 16 MÉCANISMES GÉNÉRAUX DES PROCESSUS APOPTOTIQUES 
L'apoptose, tout comme la prolifération cellulaire, est un phénomène essentiel 
au développement d'un organisme et au maintien de son homéostasie Le terme 
apoptose est utilisé depuis 1972 quand Currie et ses collaborateurs ont décrit une 
forme de mort cellulaire programmée partagée par de nombreux types cellulaires et 
qui se traduit par une succession d'événements morphologiques et biochimiques 
coordonnés dans le temps et bien conservés (MOFFITT et al, 2010) L'apoptose 
classique se définit dans un premier temps par une condensation de la chromatine, 
l'exposition des phosphatidylsénnes sur le feuillet externe de la membrane cellulaire, 
une réduction du volume cytoplasmique et nucléaire ainsi que la formation de zéiose 
(blebbing membranaire) Aux stades plus avancés, des corps apoptotiques 
apparaissent et finalement les cellules apoptotiques sont phagocytées soit par les 
cellules voisines ou les macrophages (MOFFITT et al, 2010) Ces caractéristiques 
permettent de discriminer l'apoptose de la nécrose En effet, cette dernière se 
caractérise par la destruction rapide des membranes cellulaires, un gonflement des 
organelles et la densification de celles-ci De plus, la relâche incontrôlée du contenu 
cytoplasmique dans le milieu externe amorce une réponse inflammatoire et peut 
même endommager les cellules avoisinantes En fait, la destruction de la membrane 
plasmique est souvent si rapide que les phagocytes n'ont pas le temps d'intervenir 
pour éliminer la cellule en nécrose (FINK & COOKSON, 2005) De plus, la nécrose 
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est caractérisée par la perte massive d'ATP Ce nucléotide tnphosphate est nécessaire 
pour la formation de l'apoptosome et le recrutement subséquent des différentes 
caspases effectnces (MARTINOU et al, 2001) La nécrose se produit donc avec une 
contribution vraiment minime des caspases 
1.17 LA VOIE INTRINSÈQUE 
La voie intrinsèque ou voie mitochondnale est initiée à partir de signaux 
provenant de l'intérieur de la cellule Ces signaux proviennent de la détection de 
dommages irréparables à l'ADN, des défauts dans le cycle cellulaire, du détachement 
de la matrice extracellulaire, de Phypoxie, de la privation de facteurs de survie et 
d'autres sources de stress (PRADELLI et al, 2010) Cette voie repose sur le délicat 
équilibre existant entre les molécules pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui 
régulent la perméabilité mitochondnale La mitochondrie est un centre intégrateur de 
tous les différents signaux reçus (GALLUZZI et al, 2008) Cette organelle est 
importante pour le déroulement de l'apoptose en contrôlant la production d'ATP, en 
étant un régulateur central de Phoméostasie calcique et en permettant la relâche de 
molécules pro-apoptotiques (MILANESI et al, 2006) La perméabilité de la 
membrane mitochondriale est régulée par les homologues Bcl-2 Les membres de la 
famille Bcl-2 contiennent des domaines BH (Bcl-2 Homology) appelés BH1, BH2, 
BH3 et BH4 La première sous-famille comprend les homologues Bcl-2 qui ont des 
propriétés pro-survie comme Bcl-2, BC1-XL et Mcl-1 notamment (Figure 6) En ce qui 
a trait aux membres pro-apoptotiques, cette seconde sous-famille est divisée en deux 
sous-groupes selon le nombre de domaines BH le premier sous-groupe comprend les 
protéines arborant plusieurs domaines BH comme Bax et Bak et le second, qui ne 
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possède qu'un seul domaine, le domaine BH3, comme Bad, Bid, Bim et PUMA 
(ADAMS & COR Y, 2007) Le deuxième sous-groupe active Bax et Bak en inhibant 
l'activité des homologues Bcl-2 pro-survie mentionnés plus haut (Figure 6) Les 
protéines Bax et Bak oligomérisent dans la membrane externe mitochondnale et 
forment des pores qui permettent la sortie du cytochrome c et des protéines ayant des 
propriétés pro-apoptotiques comme AIF, Omi/HtrA2 et SMAC/DIABLO (CORY & 
ADAMS, 2002) Les protéines Omi/HtrA2 et SMAC/DIABLO inactivent les 
protéines de la famille des IAP {Inhibitors of APoptosis), des régulateurs négatifs de 
l'activité des caspases (Figure 6) (SRINIVASULA & ASHWELL, 2008) Suite à la 
perte du potentiel membranaire mitochondnal initié par différents stress, le 
cytochrome c quitté la mitochondrie et va lier APAF-1 pour former le complexe 
enzymatique appelé apoptosome Ce dernier alloue le recrutement et Pactivation de 
la caspase 9, une caspase initiatrice, qui à son tour, active les caspases exécutrices, 
comme les caspases 3, 6 et 7 (ALLAN & CLARKE, 2009) L'apoptosome nécessite 
la présence d'ATP ou de dATP pour permettre sa formation et marque l'étape 
initiatrice de la cascade enzymatique qui va présider aux clivages de différentes 
protéines, aux changements morphologiques et à la destruction finale de la cellule 
1.18 LA SIGNALISATION DE LA VOIE EXTRINSÈQUE 
La voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort cellulaire repose sur les 
interactions entre des hgands pro-apoptotiques comme le TNFa, le FAS ligand et 
leurs récepteurs membranaires respectifs (Figure 6) La liaison du ligand induit 
l'agrégation d'un tnmère de récepteurs et le recrutement de nombreuses protéines 
comme FADD, TRADD ou RIP pour former un complexe de signalisation induisant 
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la mort (DISC) {Death Inducing Signalling Complex) (ASHKENAZI, 2002) La 
formation de ce complexe recrute la pro-caspase 8 La concentration locale élevée de 
pro-caspase-8 et la présence du complexe DISC permet à celle-ci de s'auto-activer 
La forme activée de la caspase 8 quitte alors le complexe pour gagner le cytoplasme 
où elle active les caspases effectnces 3, 6 et 7 (ASHKENAZI, 2002) Dans la voie 
extrinsèque, on distingue deux types de programme apoptotique (SCAFFIDI et al, 
1998) La mort cellulaire de type I se produit lorsque Pactivation de la caspase 8 est 
si forte que celle-ci active directement les caspases effectnces qui clivent leurs 
substrats sans que la mitochondne ne soit impliquée L'expression de molécules anti-
apoptotique comme Bcl-2 ou BC1-XL n'empêche pas l'apoptose de se produire 
(SCAFFIDI et al, 1998) Dans le cas du programme apoptotique de type II, on 
assiste à l'amplification du signal apoptotique par la mitochondne Lorsque le signal 
de la caspase 8, au niveau du complexe DISC est très faible, la caspase 8 recrute et 
active Bid, un pro-apoptotique (Figure 6) La caspase 8 clive Bid pour générer une 
forme tronquée tBid qui est extrêmement active (LI et al, 1998) De plus, tBid 
devient N-myristoylé sur certains résidus suite à la coupure par la caspase 8, ce qui 
augmente fortement l'affinité (350 fois) de tBid pour la membrane mitochondnale 
(YIN, 2006) La forme tronquée de Bid mteragit alors avec Bax et Bak pour faciliter 
la formation de pores dans la membrane externe mitochondnale et entraîner ainsi la 
relâche d'effecteurs pro-apoptotiques dans le cytoplasme (DESAGHER et al, 1999) 
Dans ce type de mort cellulaire, la surexpression de Bcl-2 ou Bcl-XL protège contre 
l'apoptose (SCAFFIDI et al, 1998) 
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FIGURE 6 : SCHÉMATISATION DES VOIES INTRINSÈQUE ET 
EXTRINSÈQUE DE L'APOPTOSE 
La voie extrinsèque dépend de signaux extracellulaires qui sont intégrés au niveau de 
la membrane par des récepteurs de mort cellulaire comme les récepteurs FAS et du 
TNF La voie intrinsèque est extrêmement dépendante de la régulation des 
modulateurs pro- et anti-apoptotiques retrouves au niveau de la mitochondne Figure 
tirée de ZEISS, 2005 
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1.19 REGULATION DE L'EXPRESSION ET DE L'ACTIVITÉ DES 
CASPASES 
Les caspases sont un groupe d'enzymes cystéines protéases extrêmement bien 
conservées au cours de l'évolution Elles sont divisées en deux classes les caspases 
initiatrices et les caspases exécutrices Dans la catégorie des caspases initiatrices, on 
retrouve les caspases 2, 8, 9 et 10 alors que pour les caspases exécutrices, on 
reconnaît les caspases 3, 6 et 7 (CHOWDHURY et al, 2006) Dans des conditions 
physiologiques normales, les caspases sont tenues en échec par des protéines comme 
FLIP, IAP et Apollon (Birc6) pour ne nommer que celles-ci (Figure 6) (SCAFFIDI et 
al, 1999) La grande variété de protéines dont le rôle est d'inhiber l'activité des 
caspases montre l'importance cruciale de la régulation de l'activité de celles-ci Elles 
agissent soit en empêchant l'activation des caspases initiatrices ou en bloquant 
l'activité enzymatique des caspases exécutrices ou en les ubiquitmant pour les 
envoyer à la dégradation par le protéasome (SRINIVASULA & ASHWELL, 2008) 
De plus, les caspases sont aussi régulées par la régulation de la transcription du 
zymogène De plus, des modifications post-traductionnelles comme la nitrosylation 
dans le cas de la caspase-3 ou la phosphorylation pour la caspase-9 qui inhibent 
l'activité de celles-ci (MANNICK et al ,2001 , BRADY et al, 2005) Par ailleurs, 
les facteurs de transcription de la famille des E2F régulent les niveaux d'expression 
de certaines caspases Des éléments de réponse aux E2F sont présents dans les 
promoteurs des caspases 3, 7, 8 et 9 (NAHLE, 2002) Les facteurs de transcription 
E2F sont également impliqués dans la fragmentation de l'ADN en petits fragments de 
180 paires de bases, une caractéristique bien définie de l'apoptose En effet, en 
contrôlant l'expression de la caspase 3, les E2F régulent le clivage de ICAD 
{Inhibitor ofCaspase Activated Dnasé) qui ne réprime plus CAD {Caspase Activated 
46 
Dnase) dont la fonction est de cliver l'ADN pour produire la fragmentation 
internucléosomale, caractéristique de l'ADN des cellules en apoptose (CREGAN et 
al, 2004) Des molécules qui régulent en amont l'activité des caspases sont aussi 
sous le contrôle transcriptionnel des E2F Par exemple, E2F1 lie le promoteur et 
induit l'expression des messagers de PUMA, Noxa et Bim (HERSHKO & 
GINSBERG, 2004) 
L'activation des caspases est un événement capital dans l'établissement des 
caractéristiques biochimiques et morphologiques de l'apoptose Jusqu'à maintenant, 
trois manières différentes sont connues pour réguler l'activation des caspases soit 1) 
l'activation par recrutement, 2) la transactivation et 3) Pautoactivation L'activation 
par recrutement peut s'observer lorsque l'apoptosome lie la pro-caspase-9 La pro-
caspase-9 est dotée d'une faible activité catalytique Son oligoménsation avec APAF-
1 et le cytochrome c permet d'en augmenter la concentration locale et d'en initier la 
pleine activation catalytique (POP & SALVESEN, 2009) La transactivation se 
produit lorsqu'une caspase initiatrice en amont comme la caspase-2 clive et active la 
caspase 3 par exemple (SLEE et al, 1999) Finalement, l'autoactivation survient 
lorsque l'activité protéase de la caspase s'exerce sur elle-même comme dans le cas de 
la caspase-8 et permet de créer une boucle d'auto-amphfication (MOFFITT et al, 
2010) 
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1.20 LES DIFFÉRENTS VISAGES DE L'APOPTOSE 
De nombreuses évidences dans la littérature décrivent que des cellules 
peuvent entamer un programme apoptotique en étant totalement dépourvues de p53 
(JAATTELA, 2004) De plus, des traitements sur des lignées cellulaires avec des 
inhibiteurs généraux de l'activité des caspases retardent mais n'empêchent pas la mort 
cellulaire démontrant ainsi que Pactivation des caspases n'est pas un pré-requis 
absolument essentiel à l'apoptose (LEIST & JAATTELA, 2001) En fait, dans les 
programmes alternatifs de mort cellulaire, différentes cascades de signalisation sont 
mises à contribution Par exemple, la mitochondrie relâche la protéine AIF 
{Apoptosis Inducing Factor) Celle-ci induit une condensation de la chromatme 
localisée au niveau de la membrane nucléaire, appelé la margination de la 
chromatme, lorsqu'elle forme un complexe avec l'endonucléase G L'activité 
DNAse de ce complexe génère des fragments d'ADN de haut poids moléculaire (~50 
kb) (CREGAN et al ,2004) Des protéases comme les cathepsines et les calpaines 
peuvent se substituer aux caspases pour cliver les protéines Par exemple, les 
cathepsines B et L, normalement localisées dans les lysosomes, gagnent le 
cytoplasme lors d'un stress apoptotique et dégradent les protémes (JOHNSON, 
2000) D'ailleurs, la cathepsine D, une cible transcnptionnelle de p53, active des 
substrats comme Bax et va permettre la relâche de AIF de la mitochondne dans les 
cellules T (BIDERE et al, 2003) Les cathepsines interviennent à différents niveaux 
dans les processus apoptotiques Elles dégradent la matrice extracellulaire, activent 
des pro-caspases et participent à l'inversion des feuillets membranaires pour 
permettre Pexternahsation des phosphatidylsénnes (HAIL et al, 2006) Une autre 
classe de cystéine protéase, les calpaines, sont dérégulées dans des maladies comme 
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l'Alzheimer où des populations neuronales sont gravement affectées par une apoptose 
hors de contrôle (SAITO et al, 1993) Les calpaines nécessitent la présence de 
calcium pour leur activation (HAIL et al, 2006) Cette famille de proteases clive une 
large gamme de substrats comme la cychne Dl, p53 ainsi que les pro-caspases 3 et 9 
(JOHNSON, 2000) L'impact de ces clivages sur ces protéines est encore mal 
compris Le rôle de cette famille de proteases dans les processus apoptotiques a 
surtout été mis en lumière par la démonstration de Pactivation de celles-ci durant 
certains processus apoptotiques et le développement d'inhibiteurs pharmacologiques 
spécifiques qui retardent l'exécution du programme de mort cellulaire (JOHNSON, 
2000) 
La production anormale d'espèces oxygénées réactives (ROS) dans certaines 
circonstances par les mitochondnes induit l'apoptose par une oxydation excessive des 
protéines, de l'ADN et par la peroxydation des lipides (TRACHOOTHAM et al, 
2009) Les ROS, en excès, altèrent la perméabilité des mitochondries et permettent la 
relâche de protéines pro-apoptotiques (KROEMER & REED, 2000) De plus, les 
ROS modifient la conformation de Bax et Bak de façon à favoriser leur 
oligoménsation et favoriser ainsi la perte de l'intégrité du compartiment 
mitochondnal (BOYA et al, 2003) De nombreux enzymes régulent les niveaux 
intracellulaires de ROS comme la sodium dismutase et les enzymes des familles des 
thiorédoxines et des peroxyrédoxines (TRACHOOTHAM et a, 2009) 
D'autres mécanismes alternatifs de mort cellulaire existent comme 
l'autophagie Dans ce cas-ci, les organelles sont isolées du reste du cytoplasme par 
une double membrane formant l'autophagosome La membrane externe fusionne 
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avec soit des endosomes ou des lysosomes qui fournissent des hydrolases 
lysosomales qui digèrent la membrane interne et le contenu de l'autophagosome 
(APEL et al, 2009) L'autophagie est caractérisée par la présence abondante de 
vacuoles et cette forme de mort cellulaire programmée est extrêmement bien 
conservée au cours de l'évolution L'autophagie est déclenchée en réponse à 
différents stress comme l'hypoxie, la déprivation en nutriments ou des stress au 
niveau du réticulum endoplasmique (CHEN & DEBNATH, 2010) 
La morphologie nucléaire peut servir de base pour déterminer quels 
programmes apoptotiques sont mis en branle L'apoptose classique se manifeste par 
une condensation de la chromatine en formes compactes et régulières Des 
programmes de mort cellulaire qui ressemblent à l'apoptose vont générer une 
condensation de la chromatine en gros amas ou en marge de la membrane nucléaire 
Les caractéristiques de l'apoptose classique ne sont pas toutes retrouvées ou plus ou 
moins présentes (LEIST & JAATTELA, 2001) La mort cellulaire de type nécrotique 
se traduit habituellement par une absence de la condensation de la chromatine 
La paraptose est une autre forme de mort cellulaire Elle est caractérisée par 
un gonflement du réticulum endoplasmique et par le grossissement des mitochondries 
comme celui observé dans la nécrose (CHALLA & CHAN, 2010) De nombreuses 
vacuoles deviennent apparentes Par contre, à la différence de la nécrose, elle 
nécessite la synthèse de protéines et de nouveaux ARN (SPERANDIO et al, 2004) 
Elle est particulière dans le fait qu'elle ne requiert que Pactivation de la caspase 9 
pour être menée à terme De nombreux inhibiteurs de caspases n'arrivent pas à 
l'inhiber Une autre forme de mort cellulaire, la pyroptose, est associée à l'activation 
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de la caspase-1 et au recrutement de plusieurs protéines qui forment Pinflammosome 
Cette forme d'apoptose est associée aux macrophages qui sont infectées par les 
bactéries de la famille des salmonelles La caspase-1 va cliver des pro-cytokmes pro-
înflammatoires telles que IL-lp et 11-18 (FINK & COOKSON, 2005) De plus, la 
cellule subit un important effiux de potassium L'intégrité de la membrane cellulaire 
est rapidement altérée et mène à la mort cellulaire (CHALLA & CHAN, 2010) 
Les facteurs de transcription E2F et certaines de leurs cibles 
transcnptionnelles comme p53 jouent un rôle central dans le contrôle de l'expression 
de plusieurs gènes impliqués dans des programmes alternatifs de mort cellulaire 
Ainsi, des gènes impliqués dans le contrôle des niveaux des ROS ou dans la 
régulation de protéases comme les calpaines et les cathepsines dépendent de l'activité 
des E2F (TRACHOOTHAM et al, 2009 , HAIL et al, 2006) Les E2F contrôlent 
l'expression de gènes cruciaux pour l'autophagie comme LC3, ATG1 et ATG5 et 
augmentent le niveau de base d'autophagie (POLAGER & GINSBERG, 2008) Dans 
certaines circonstances, des stimuh considérés comme apoptotiques comme les 
dommages à l'ADN, le stress oxydatif ou l'activation d'oncogènes sont intégrés par 
la cellule différemment et génèrent plutôt un état cellulaire particulier, la sénescence 
cellulaire (ZUCKERMAN et al, 2009) Dépendamment de la nature du stress, de 
son intensité, de sa durée ainsi que du type cellulaire, une cellule peut ainsi éviter la 
mort cellulaire et être bloquée dans un arrêt de croissance irréversible 
(ZUCKERMAN et al, 2009) 
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FIGURE 7 LES DIFFÉRENTES VOIES DE SIGNALISATION 
APOPTOTIQUES SE MANIFESTENT PAR UNE MORPHOLOGIE 
NUCLÉAIRE PARTICULIÈRE À CHACUNE 
Différentes insultes cellulaires comme les ROS, les céramides ou des niveaux élevés 
de Ca2+ ou Fhypoxie altèrent la perméabilité mitochondriale ou peuvent activer les 
voies de signalisation associées à l'autophagie Cette dernière se manifeste par très 
peu de condensation de la chromatine et peut ressembler à une mort cellulaire 
programmée de type nécrotique La perméabilité mitoehondriale est augmentée par 
Poligomérisation de Bax et Bak et permet la relâche soit de AIF qui forme un 
complexe avec l'endonucléase G pour initier la margination de la chromatine tel 
qu'observée dans la mort cellulaire programmé de type apoptotique Dans l'apoptose 
classique, la relâche du cytochrome C, combinée à la translocation dans le cytosol des 
inhibiteurs de 1AP, Smac et Omi, potentialise la formation de l'apoptosome et le 
recrutement des caspases effectnces qui activeront la CAD/DFF-40 Pour l'apoptose 
classique, la chromatme est condensée en formes régulières L'activité 
transcnptionnelle de p53 régule de nombreux gènes clés comme Bax, Bid ou la 
caspase-2 par exemple pour le déroulement de la mort cellulaire Un stress au niveau 
du cytosquelette permet la libération de Bim et Bmf alors que la voie JNK est connue 
pour induire Bmf Ces intermédiaires vont a leur tour initier la perméabihsation 
mitochondnale 
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1.21 IMPLICATION DE LA PROTÉINE P53 DANS LA RÉGULATION DE 
L'APOPTOSE 
La régulation de la signalisation des deux grandes voies de signalisation 
apoptotique est complexe La protéine p53 est importante pour la régulation de la 
prolifération cellulaire, la sénescence ainsi que l'apoptose Cette protéine régule 
l'expression de nombreux gènes liés à la régulation négative du cycle cellulaire 
comme p21 ou encore réprime l'expression de gènes importants pour le cycle 
cellulaire comme la cycline A (GARTEL & TYNER, 1999 , YAMAMOTO et al, 
1994) La protéine p53 est activée par différents stimuh comme les dommages à 
l'ADN (voie ATM/ATR), Phypoxie ou encore par des signaux aberrants induits par 
des oncogènes pour ne nommer que ceux ci (LAVIN & GUEVEN, 2006) Dans des 
cellules normales, p53 est exprimé à de faibles niveaux en raison du contrôle strict 
que Mdm2, une ubiquitine hgase, exerce sur les niveaux protéiques de celle-ci 
(SHERR & WEBER, 2000) La protéine p53 est par ailleurs capable d'activer la voie 
extrinsèque en permettant l'expression accrue de récepteurs de mort cellulaire comme 
FAS ou DR5 (MULLER et al, 1998 , WU et al, 1997) Elle peut même servir de 
transporteur en dirigeant plus de récepteurs à la membrane cellulaire, ce qui 
sensibilise les cellules à la présence de hgands extracellulaires (BENNETT et al, 
1998) Dans le cas du programme intrinsèque, plusieurs protéines clés sont des cibles 
transcriptionnelles directes de p53 comme PUMA, Bax, Noxa et Bid (HAUPT et al, 
2003) Ces protéines sont des pro-apoptotiques et créent les conditions favorables à 
la perméabihsation de la mitochondne et la relâche des molécules effectrices pour 
l'induction de l'apoptose (HAUPT et al, 2003) Il a été démontré que la protéine p53 
est associée à la formation de l'apoptosome car des éléments de réponse pour p53 
sont retrouvés au niveau du promoteur de APAF-1 {Apoptotic Protease Activating 
53 
Factor) (MORONI et al, 2001) Ainsi, les niveaux accrus de APAF-1 
sensibiliseraient les cellules aux stimuh apoptotiques De plus, la protéine p53 est 
connue aussi pour contrôler l'expression de certaines caspases Par exemple, la 
protéine p53 induit directement le promoteur de la caspase 8 (LEEDTKE et al, 2003) 
Il a également été démontré que p53 contrôle l'expression de la caspase 6 en liant un 
élément de réponse situé dans un intron de ce gène (MACLACHLAN & EL-DEIRY, 
2002) De plus, la protéine p53 fait le pont entre les deux voies majeures de 
signalisation de l'apoptose, l'intrinsèque et l'extrinsèque, en contrôlant l'expression 
de Bid Sax et ses collaborateurs ont démontré que Bid est régulé au niveau 
transcnptionnel par p53 tout particulièrement dans l'épithélium côlonique soumis à 
des dommages à l'ADN suite à une exposition a des rayons y (SAX et al, 2002) Les 
niveaux accrus de Bid pourraient ainsi sensibiliser les cellules cancéreuses à un 
traitement avec des agents chimiothérapeutiques De plus, p53 peut aussi influencer 
l'apoptose de façon non transcnptionnelle en formant des complexes protéiques au 
niveau de la membrane mitochondnale avec Bcl-2 et BC1-XL et par le fait même 
inactiver les fonctions pro-survie de ces homologues Bcl-2 (MIHARA et al, 2003) 
1.22 LA RÉPONSE AUX DOMMAGES À L'ADN 
La protéine p53 est activée en réponse à une variété de stress qu'ils soient 
d'origine extracellulaires comme les rayons UV ou qu'ils proviennent de source 
intracellulaires comme la réponse a des signaux inappropriés de prolifération par 
exemple (LAVIN & GUEVEN, 2006) Une voie de signalisation qui commence à 
livrer ses secrets et où p53 est fortement impliqué est la voie de la réponse aux 
dommages à l'ADN La réponse aux dommages a l'ADN est séparée en trois étapes 
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distinctes la reconnaissance du dommage, une période d'estimation des dommages 
par Pactivation de points de restriction et l'implantation de la réponse appropriée 
(RICH et al, 2000) Différentes voies de signalisation et mécanismes biochimiques 
sont sollicités lorsque la réparation de l'ADN devient nécessaire La première 
cascade enzymatique dont il sera mention est associée à la réparation de bris à un seul 
brin d'ADN, la réponse NER {Nucleotide Excision Repair) Suite à la reconnaissance 
de la lésion, des complexes enzymatiques excisent la région affectée de l'ADN pour 
permettre à la réplication de l'ADN de se refaire convenablement Des mécanismes 
variés sont engagés dépendamment si les dégâts sont étendus ou si ce ne sont que 
quelques bases nucléotidiques qui sont incorrectement incorporées D'ailleurs, dans 
ce dernier cas, des enzymes de réparation des mésappariements d'ADN comme 
hMSH2, hMLHl et hPMSl forment des complexes protéiques qui allouent la 
correction de ces erreurs II est intéressant de noter que cette famille d'enzymes est 
souvent affectée par des mutations qui les rendent moins efficaces dans certains types 
de cancers qui affectent l'estomac et le côlon (OGATA et al, 2001 , MIYAKI et al, 
2001) 
D'autres voies de signalisation sont activées en réponse à la détection de bris 
d'ADN doubles brins Ces dommages sont occasionnés soit par des rayons UV ou 
bien par des fourchettes de réphcations bloquées (Double Strand Breaks) (RICH et 
al, 2000) La réparation des bris d'ADN affectant les deux brins est caractérisée par 
deux mécanismes moléculaires en compétition l'un contre l'autre mais les deux ont 
néanmoins pour but de réparer les dommages encourus par l'ADN suite aux cassures 
qui affectent les deux brins de la double hélice Dans la littérature actuelle, deux 
mécanismes assez bien caractérisés ont été décrits pour être impliqués soit la 
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recombinaison homologue et la liaison non homologue des extrémités (RICH et al, 
2000) Ce dernier processus implique la liaison des protéines Ku aux extrémités 
libres d'ADN pour stabiliser la lésion Par la suite, plusieurs protéines sont recrutées 
dont la DNA-PK et la hgase d'ADN-IV-XRCC4 (RICH et al, 2000) Ce mécanisme 
est beaucoup plus sujet aux erreurs que la recombinaison et serait un des principaux 
mécanismes responsable des réarrangements chromosomiques (ROOS & KAINA, 
2006) 
D'autres cascades enzymatiques pour réparer les bris d'ADN doubles brins 
sont connues et impliquent une signalisation complexe Parmi celle-ci, les protéines 
ATM et ATR jouent un rôle critique dans la régulation de cette voie Les deux 
protéines, fortement apparentées entre elles, sont activées en réponse aux dommages 
à l'ADN soit en liant l'ADN directement ou par le biais d'autres protéines qui sont 
recrutés (BRCA1, RAD50, Phéhcase BLM, etc ) au site de coupure (YANG et al, 
2004) Les protéines ATM et ATR permettent le recrutement de complexes de 
réparation de l'ADN comme le complexe 9-1-1 ou le complexe MRN (CIMPRICH & 
CORTEZ, 2008) Il est intéressant de savoir que des protéines comme RAD51 et 
BRCA1 sont des gènes dont l'expression est régulée par les E2F Plus 
particulièrement, dans des conditions hypoxiques, comme au centre des tumeurs, 
BRCA1 et RAD51 sont connus pour avoir une expression réduite et ce phénomène 
est imputable à la répression transcnptionnelle par E2F4/pl30 (BINDRA & 
GLAZER, 2007) Ces deux protéines sont fortement impliquées dans les processus 
biochimiques qui mènent à la réparation de l'ADN 
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L'activation de la voie de signalisation ATM/ATR se manifeste par une 
stabilisation de p53 soit directement par la phosphorylation de la senne 15 de p53 par 
ATM ou ATR ou soit par le biais des kinases Chkl et Chk2 (CANMAN et al, 1998 , 
TIBBETTS et al, 1999) La phosphorylation sur ce résidu stabilise p53 et favorise la 
phosphorylation sur d'autres résidus qui occasionne une augmentation de son activité 
transcnptionnelle et stimule son interaction avec des cofacteurs comme p300/CBP 
(LAVIN & GUEVEN, 2006) De plus, l'activation de la voie ATM/ATR peut 
phosphoryler directement d'autres résidus comme les serines 6, 9 et 46 ainsi que la 
thréonine 18 (LAVIN & GUEVEN, 2006) Des kinases cruciales pour la réponse aux 
dommages à l'ADN Chkl et Chk2 sont respectivement activées par ATR et ATM 
(SANCAR et al, 2004) Ces kinases comptent parmi leurs substrats, p53, qu'elles 
ciblent en phosphorylant spécifiquement la senne 20 de p53, ce qui diminue son 
interaction avec Mdm2 et favorise sa stabilité (UNGER et al, 1999) Finalement, 
l'accumulation de grandes quantités de p53 peut initier une réponse apoptotique par 
l'induction de gènes comme FAS, Bax, Bid et les caspases De plus, Chkl et Chk2 
influencent directement la progression dans le cycle cellulaire lorsqu'elles sont 
activées car elles phosphorylent Cdc25A et l'inactive (FALCK et al, 2001) La 
phosphorylation de la phosphatase Cdc25A entraîne son exclusion du noyau et sa 
dégradation Or, en absence de Cdc25A, la forme phosphorylée inactive de Cdk2 
s'accumule menant à un arrêt du cycle cellulaire (FALCK et al, 2001) Il est 
intéressant de noter que E2F1 est phosphorylé par ATM sur la senne 31, ce qui mène 
à sa stabilisation et à l'activation de la transcription de gènes associés à l'apoptose 
dont p53 et p73 (LIN et al, 2001) D'ailleurs, E2F1 est recruté au niveau des bris 
d'ADN double brin en compagnie de BRCA1 et serait important pour l'activité des 
complexes de réparation de l'ADN MRN (LIU et al, 2003) 
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FIGURE 8 MODÈLE D'ACTIVATION DES PROTÉINES ATM ET ATR EN 
CAS DE DOMMAGES À L'ADN 
A) Deux complexes sont recrutes indépendamment à un dommage qui affecte un brm 
d'ADN La protéine RPA (Réphcation Protem A) enveloppe le brm exposé et permet 
le recrutement de deux complexes protéiques Le premier connu sous le nom du 
complexe 9-1-1 et le second composé de ATR et ATRIP (ATR Interacting Protem) 
La protéine RPA (induite dans les HIEC GFP-E2F4-NLS) lie ATRIP et permet de 
charger le complexe 9-1-1 au niveau du bris d'ADN Une fois en place, il permet le 
recrutement de TOBP1 (Topoisomerase Binding Protem 1) qui permet l'activation 
finale de ATR et l'induction de l'activité CHK1 dont une des fonctions est de 
phosphoryler p53 et de le stabiliser Par la suite, on peut observer une stabilisation 
des fourchettes de réphcation, un arrêt de la prolifération ou un ralentissement de la 
formation des origines de réphcation B) Un bris double brm de l'ADN mène au 
recrutement du complexe MRN et à l'activation du monomère de ATM Cette 
dernière phosphoryle H2AX et facilite le recrutement de MDC1 qui attire encore plus 
de complexe MRN et de ATM au site du bris d'ADN Lorsque ATM est fortement 
active par phosphorylatton, il peut alors activer CHK2 dont un des substrats est la 
protéine p53 Celle-ci phosphoryle et stabilisée peut ensuite influencer la réparation 
de PADN, entraîner un arrêt de prolifération ou ralentir la cadence de création des 
origines de réphcation Tire de CIMPRICH & CORTEZ. 2008) 
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1.23 E2F ET SÉNESCENCE CELLULAIRE 
La sénescence cellulaire (du latin senex, vieil homme) est une forme d'arrêt du 
cycle cellulaire normalement irréversible Cet arrêt est différent de la simple 
quiescence cellulaire dans le fait que les cellules ne progresseront pas dans le cycle 
cellulaire même en présence de stimuh mitogéniques alors que les cellules 
quiescentes sont encore sensibles à ces signaux Les cellules sont parfaitement 
viables et métaboliquement actives La sénescence cellulaire se manifeste sous deux 
formes soit la sénescence réphcative et la sénescence induite par les oncogènes 
(OHTANI et al, 2009) Les cellules normales non immortalisées en culture arrêtent 
de se diviser au fil des passages Cet arrêt normal de prolifération est induit par le 
raccourcissement des télomères qui survient a chaque division cellulaire Le telomere 
est une région a l'extrémité de l'ADN des chromosomes qui les empêchent de 
fusionner ensemble et préserve leur intégrité À chaque réplication de l'ADN, la 
longueur des télomères est raccourcie de 200 à 300 paires de bases (HARLEY et al, 
1990) En fait, la télomérase est un enzyme clé de ce processus en maintenant les 
répétitions téloménques mais elle est très peu exprimée dans les cellules somatiques 
humaines (OHTANI et al, 2009) Les facteurs de transcription E2F régulent 
l'expression de la télomérase dans les cellules normales et cancéreuses (WON et al, 
2002) Pour ce qui est de la sénescence oncogénique prématurée, l'expression d'un 
oncogène se traduit par l'induction de p53 par différentes voies de signalisation qui 
vont culminer en la stabilisation et l'accumulation dans le noyau de p53 Une cible 
classique de p53 est le gène qui encode l'inhibiteur du cycle cellulaire p21 (EL-
DEIRY et al, 1993) L'induction de p21 bloque l'activité des complexes cychne 
A/Cdk2 et cychne E/Cdk2 De plus, les cellules sénescentes expriment aussi 
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fortement pl6, qui cible les complexes cycline D/Cdk4 et Cdk6 et renforce l'arrêt du 
cycle cellulaire en Gl (ALCORTA et al, 1996) La sénescence cellulaire se 
manifeste par une morphologie aplatie des cellules et elles présentent une 
vacuohsation très présente (MARIANA & VLAD, 2007) De plus, la quantité de 
lysosomes est accrue et les nucléoles sont plus gros Également, les cellules sont 
moins actives métabohquement et elles résistent plus longtemps à des stimuh 
apoptotiques (SCHMITT, 2007) Des marqueurs biochimiques comme la présence 
d'une activité p-galactosidase nucléaire à pH 6 0, l'induction de l'expression des 
inhibiteurs du cycle cellulaire comme pi6, p21 et p53 sont des caractéristiques 
biochimiques de base d'un phénotype sénescent (SCHMITT, 2007) Les facteurs de 
transcription E2F sont importants pour la régulation de la sénescence par le contrôle 
transcnptionnel qu'ils exercent sur les acteurs clés de ce phénomène cellulaire Par 
exemple, les facteurs de transcription E2F sont impliqués dans le contrôle de la 
transcription de la télomérase, de pl4ARF, de pl6, de p21 et de p53, des protéines 
importantes pour l'entrée et le maintien des cellules dans un état sénescent (WON et 
al, 2002 , PARISI et al, 2002 , ASLANIAN et al, 2004 , DI LEONARDO et al, 
1994) Par ailleurs, de nouvelles cibles transcnptionnelles des E2F comme la PAI 
(Plasminogen Activator Inhibitor-l) sont maintenant décrites pour intervenir dans le 
processus de sénescence réphcative (KORTLEVER et al, 2006 , KOZICZAK et al, 
2000) En 2006, l'équipe de PARK et ses collaborateurs ont prouvé que E2F1 est un 
modulateur cle de la sénescence et ce peu importe que p53 ou pRb soit fonctionnel 
(PARK et al, 2006) En fait, différentes lignées cellulaires cancéreuses épithéhales 
de la prostate transfectées avec des siARN spécifiques dirigés contre E2F1, entrent en 
sénescence L'expression ectopique de E2F1 dans ces lignées cellulaires prévient 
l'apparition de caractéristiques biochimiques de la sénescence comme l'accumulation 
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de la P-galactosidase nucléaire et l'arrêt de croissance (PARK et al, 2006) Les 
cellules sénescentes présentent parfois des modifications au niveau de la chromatme 
appelée SAHF {Sénescence Associated Heterochromatin Foci) qui est caractérisée 
par le recrutement de protéines associées à la chromatme qui empêchent la 
transcription en compactant la chromatme (NARITA et a/, 2003) Dans les 
fibroblastes EVIR90, ces protéines s'accumulent en présence de pRB spécifiquement 
au niveau de promoteurs de gènes régulés par les E2F et répriment la transcription de 
ceux-ci (NARITA et al, 2003) 
1.24 IMPLICATION DES E2F DANS LE CANCER 
Les facteurs de transcription E2F sont au coeur de la régulation de gènes 
impliqués dans la progression dans le cycle cellulaire, la synthèse de l'ADN, la 
régulation des points de transition, la réparation de l'ADN et l'apoptose (DIMOVA & 
DYSON, 2005) La régulation de ces processus essentiels à l'homéostasie cellulaire 
est altérée dans les cancers Dans la plupart des cancers, des mécanismes qui régulent 
l'activité transcnptionnelle des E2F sont souvent inactivés ou absents (NEVINS, 
2001) Une cellule est qualifiée de cancéreuse quand elle a acquis au moins six 
caractéristiques 1) Elle devient indépendante des facteurs de croissance pour 
proliférer 2) Elle demeure insensible aux signaux d'inhibition de croissance comme 
la confluence cellulaire 3) Les cellules ne répondent plus aux signaux apoptotiques 
4) Elles acquièrent un potentiel de réphcation pratiquement sans limite 5) Elles 
envahissent d'autres tissus pour former des métastases 6) Elles acquièrent la 
capacité d'initier Pangiogenèse pour assurer un approvisionnement en nutriments et 
oxygène à la tumeur (HANAHAN & WEINBERG, 2000) 
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Plusieurs protéines au cœur de la régulation de la transition Gl/S sont mutées, 
surexprimées ou carrément absentes dans les tissus cancéreux (MOLINARI, 2000) 
La protéine pRB est fréquemment mutée dans les cancers humains (SHERR, 1996) 
Il est à noter que les régulateurs de l'activité de la voie E2F/pRB comme plô0**4*, 
p27 ou p53 sont fréquemment inactivés ou absents lors de la carcinogenèse Par 
exemple, le gène encodant pour pl6INK4a est fréquemment délété ou inactivé dans les 
cancers humains (SHERR, 1996) Également, l'absence ou les faibles niveaux 
d'expression de p27, en raison de sa dégradation accrue, est fortement associé à une 
faible probabilité de survie après 5 ans dans plusieurs types de cancers (TRAUB et 
al, 2006) En ce qui a trait à p53, il est estimé que dans 50% des cancers humains, 
p53 est muté et dans la majorité des cas restants, l'activité de p53 est compromise 
(HAUPT et al, 2003) Également, des régulateurs positifs du cycle cellulaire comme 
la cychne Dl sont fréquemment surexprimes, suite à des réarrangements 
chromosomiques, dans certains types de cancers et facilitent le contournement du 
point de transition que l'on retrouve en Gl/S (TASHIRO et al, 2007) La régulation 
défectueuse de la transition Gl/S est une des caractéristiques fondamentale du cancer 
(HANAHAN & WEINBERG, 2000) 
Dans plusieurs types de cancers, une surexpression des facteurs de 
transcription E2F a été rapportée et celle-ci est souvent associée à un mauvais 
pronostic Par exemple, l'expression élevée de E2F1 est corrélé avec un faible taux 
de survie et un risque accru de récidive chez les femmes atteintes de cancer du sein 
(HAN et al, 2003) Les cancers de la vessie agressifs qui ont tendance à faire des 
métastases sont liés à une amplification génomique de E2F3 (FEBER et al, 2004) 
E2F4 est surexpnmé dans les tissus issus de cancers colorectaux par rapport au tissu 
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normal avoisinant la marge de résection (MODY et al, 2002 , GARNEAU et al, 
2009) Des modèles animaux où les E2F sont surexpnmés dans différents tissus ont 
montré clairement que la derégulation de l'expression des E2F peut aussi mener à la 
tumongenèse Des souris transgéniques qui expriment E2F1 sous le contrôle d'un 
promoteur spécifique au foie montrent à partir de 2 mois des lésions pré-néoplasiques 
hépatiques D'ailleurs, toutes les souris transgéniques E2F1 de cette étude présentent 
des adénomes hépatiques à dix mois (CONNER et al, 2000) Également, des souris 
transgéniques qui expriment E2F4 sous le contrôle du promoteur de la kératine 5 
développent plus de tumeurs en réponse à des traitements avec un carcinogène que les 
souris contrôles (WANG et al, 2000) 
Le rôle suppresseur de tumeurs des E2F est aussi mis en évidence par 
l'utilisation des modèles animaux Par exemple, les souris Rb -/- développent des 
tumeurs au niveau de l'hypophyse et de la glande thyroïde Si ces souris Rb -/- sont 
croisées avec des souris E2F1-I-, la durée de vie de celles-ci est plus longue et elles 
développent moins de tumeurs hypophysaires et thyroïdiennes (YAMASAKI et al, 
1998) Si par contre, elles sont croisées avec des souris E2F4-I-, les souris arrêtent de 
développer ce type de tumeurs (LEE et al, 2002) Toutes ces évidences dans les 
modèles animaux pointent vers une implication à différents niveaux des E2F qui sont 
mis à contribution dans le développement des tumeurs 
1.25 LE CANCER DU CÔLON 
En 2009, 22 000 cas de cancers du côlon seront diagnostiqués Plus de 9100 
personnes en mourront, le classant comme la deuxième cause de mortalité par le 
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cancer au Canada derrière le cancer du poumon {Statistiques Canadiennes sur le 
Cancer 2009) Le cancer du côlon est un des cancers dont les différentes étapes qui 
en marquent son développement sont les mieux caractérisées Le plus grand facteur 
de risque est la diète typique des pays occidentaux, riche en gras et calories et pauvre 
en fibres, fruits et légumes (FUNG et al, 2003) Deux voies majeures de 
développement sont décrites dans la littérature (BOLAND et al, 1998) La première 
repose sur l'instabilité des chromosomes et la perte d'allèles alors que la seconde 
implique l'instabilité des microsatelhtes 
1.26 LA VOIE DE L'INSTABILITÉ DES CHROMOSOMES (CIN) 
La première voie, celle de l'instabilité des chromosomes, repose sur un 
modèle de carcmogenèse en plusieurs étapes proposé par Fearon et Vogelstein au 
début des années 90 (FEARON & VOGELSTEIN, 1990) L'évolution de la 
transformation de cellules epithéhales en adénocarcmomes suit un patron de 
changements histologiques assez bien définis Ces modifications sont associées avec 
des événements génétiques et épigénétiques qui procurent un avantage prolifératif 
aux cellules affectées (GRADY & CARETHERS, 2008) Observée dans 65-70% des 
cancers colorectaux, la voie de l'instabilité des chromosomes se traduit par des 
changements au niveau de la structure et du nombre des chromosomes (WALTHER 
et al, 2009) L'étape initiale de la tumongenèse commence par la formation des 
foyers de cryptes aberrants Ces foyers dysplasiques sont fréquemment caractérisés 
par la perte et/ou inactivation de APC Or, APC est un gène suppresseur de tumeurs 
impliqué dans le contrôle de la dégradation de la P-caténine et dont l'un des 
nombreux rôles est de limiter la transcription de gènes impliqués notamment dans la 
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régulation du cycle cellulaire (PAUL & DEY, 2008) De plus, il a été décrit que dans 
des cellules embryonnaires souches de souris, homozygotes pour des formes mutées 
de APC, que cette protéine intervient dans la stabilité du fuseau mitotique et à la 
ségrégation des chromosomes (FODDE et al, 2001) Or, quand cette fonction de 
APC est entravée, l'instabilité chromosomique survient invariablement en raison des 
interactions avec les kinétochores qui sont inefficaces (FODDE et al, 2001) 
Aussi, K-RAS, un activateur des MAPK, est fréquemment la cible de 
mutations activatnces qui affectent particulièrement les codons 12, 13 et 64 (STITES 
et al, 2007) L'activation soutenue de K-RAS stimule une panoplie de voies 
essentielles à la prolifération cellulaire intestinale comme la voie des MAPK (ERK 
1/2), de la PI3K et de JNK Également, dans les adénomes plus avancés, la perte du 
bras long du chromosome 18 est une caractéristique cytogénétique fréquemment 
observée dans les cancers colorectaux (POPAT & HOULSTON, 2005) Par la suite, 
des gènes clés comme SMAD4, un effecteur important de la voie du TGF-(3 et p53, 
soumis à une forte pression, sont mutés ou perdus par perte d'un allèle et sont des 
événements génétiques qui marquent souvent la transition d'un état adénomateux à 
franchement malin (WALTHER et al, 2009) 
1.27 LA VOIE DE L'INSTABILITÉ DES MICROSATELLITES (MSI) 
La seconde voie, celle de l'instabilité des microsatelhtes est caractérisée par 
des variations dans le nombre de répétitions de séquence d'ADN appelé 
microsatelhtes Un microsatelhte est une séquence formée par une répétition 
continue de motifs de 2 à 10 nucléotides Cette voie de développement des tumeurs 
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colorectales est fortement associée aux cancers colorectaux de type HNPCC 
(Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer) Des mutations dans le nombre de 
répétitions de microsatelhtes dans différents gènes dont certains sont des suppresseurs 
de tumeurs comme le TGFpRII, Bax, IGFIIR et PTEN perturbent grandement leur 
fonctionnement (TAKAYAMA et al, 2006) L'instabilité des microsatelhtes est due 
à des mutations ou à une hyperméthylation des promoteurs des gènes qui réparent les 
mésappariement de l'ADN comme hMSH2, hMLHl, hPMSl, hPMS2 et hMSH6 
(TAKAYAMA et al, 2006) D'ailleurs, ces mutations sont présentes dans 10 à 20% 
des cas de cancers colorectaux sporadiques (TAKAYAMA et al, 2006) Ce type de 
cancer colorectal diffère du modèle classique d'instabilité chromosomique associé 
aux mutations qui affectent APC Par exemple, des altérations au niveau de la 
signalisation WNT, via des mutations au niveau de l'axine, sont fréquemment 
observées dans ce type de cancer (WALTHER et al, 2009) Une activation 
constitutive de B-RAF est fréquemment observée au heu de celle de K-RAS quoique 
les deux ne soient pas mutuellement exclusives Les mutations qui affectent le 
TGFJ3IIR, Bax et IGFIIR notamment permettent la progression en une forme 
carcinomateuse sans que p53 ne soit encore impliqué jusqu'à ce moment là 
(WALTHER et al, 2009) La littérature dans les cancers du côlon montre que les 
facteurs de transcription E2F, surtout E2F1 et E2F4, peuvent jouer un rôle important 
dans les cancers colorectaux (TAKASHIMA et al, 2001 , WANG et al, 2005 , 
BRAMIS et al, 2004 , CHIMPLOY et al, 2009) Ainsi, le gène encodant pour E2F4 
est fréquemment touche par l'instabilité des microsatelhtes, la répétition de 13 serines 
consécutives présentes dans le domaine de transactivation est affectée 
(SCHWEMMLE & PFEIFER, 2000) D'ailleurs, des fibroblastes NIH 3T3 
transfectés avec des ADNc de E2F4 encodant pour les différents mutants les plus 
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fréquemment rencontrés dans les cancers colorectaux prolifèrent plus rapidement que 
ceux transfectés avec la forme sauvage de E2F4 De plus, les formes mutantes se 
localisent davantage dans le compartiment nucléaire et des essais luciférase ont 
démontre que le pouvoir de transactivation des mutants est augmenté (TAKASHIMA 
et al, 2001) Il est à noter que la protéine E2F4 est surexpnmée dans les 
adénocarcmomes colorectaux (MADY et al, 2002) En fait, les mutations affectant 
la répétition de 13 sennes dans E2F4 sont communes dans les cancers colorectaux qui 
présentent des signes avancés d'instabilité des microsatelhtes alors qu'elles ne sont 
pas détectées dans les cancers colorectaux avec un faible indice d'instabilité des 
microsatelhtes (IKEDA et al, 1998) D'ailleurs, E2F4 est davantage muté lorsque 
hMSH2 est inactivé (100% des cas) que lorsque hMLHl est muté (FUJIWARA et al, 
1998) Une étude portant sur l'accumulation des mutations sur différents gènes 
particulièrement affectés par l'instabilité des microsatelhtes dont E2F4 dans des 
lésions pré-cancéreuses gastriques a démontré que celles qui présentaient déjà un 
indice élevé d'instabilité exhibaient déjà des mutations au niveau de la répétition de 
senne de E2F4 dans 50% des cas Cette observation suggère que E2F4 est affecté 
très tôt au cours de la carcinogenèse gastrique (KIM et al, 1999) On ne sait pas 
encore pour le moment si cette observation peut se transposer au niveau du cancer 
colorectal 
1 28 DÉRÉGULATION DES VOIES DE SIGNALISATION ASSOCIÉES À 
LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE INTESTINALE DANS LES CANCERS 
Les voies de signalisation associées à la prolifération intestinale sont les cibles 
privilégiées lorsque l'instabilité génétique se développe Par exemple, dans 80% des 
cancers sporadique du côlon} APC est mute (WILKINS & SANSOM, 2008) En 
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FIGURE 9 : LES DEUX VOIES PRINCIPALES DE DÉVELOPPEMENT DES 
CANCERS COLORECTAUX : LA VOIE DE L'INSTABILITÉ 
CHROMOSOMIQUE ET CELLE DE L'INSTABILITÉ DES 
MICROSATELLITES 
Schématisation des deux grandes voies de développement des cancers colorectaux 
Dans la voie de l'instabilité chromosomique, la première étape consiste en la 
formation de foyers de cryptes aberrants qui sont souvent caractérisées par la perte de 
APC Par la suite, des mutations affectent fréquemment KRAS lors de la transition 
entre un adénome précoce et un adénome intermédiaire Lors de la transition entre un 
adénome intermédiaire et un adénome avancé, on assiste à la perte du bras long du 
chromosome 18 où est encodé SMAD4 notamment Finalement, avec l'accroissement 
de la pression de sélection due à l'instabilité chromosomique, des mutations finissent 
par mettre p53 hors d'usage Dans la voie de l'instabilité des microsatellites, les 
enzymes de réparations des mésappanements de l'ADN sont souvent réduits au 
silence par la méthylation excessive de leurs promoteurs La voie Wnt est fortement 
sollicitée via des mutations dans Vaxine notamment Cette pression de prolifération 
assurée par la voie Wnt favorise l'apparition de mutations au niveau de BRAF 
notamment et de KRAS dans une moindre mesure Les cancers positifs pour 
l'instabilité des microsatellites présentent souvent dans le stade des adénomes 
avancés des mutations qui rendent non fonctionnels des gènes comme BAX, TGF-
0RII, IGF2R et E2F4 Figure tirée de WALTHER et al, 2009 
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plus, des mutations ciblant la P-catenine, sur des résidus critiques pour sa dégradation 
par le protéasome, la rendant beaucoup plus stable ont été rapportés dans la littérature 
(SEGDITSAS & TOMLINSON, 2006) Ces mutations affectant soit APC ou la p-
caténine mènent à une activation constitutive de la voie canonique des Wnt et 
marquent une étape déterminante de la transition entre les foyers de cryptes aberrants 
et les premiers stades de développement d'un adénome dans le côlon humain 
Une activation aberrante de la voie de Notch est observée dans les cancers 
colorectaux (FRE et al, 2009) En fait, l'analyse des niveaux d'expression de gènes 
cibles de cette voie comme Hesl et Heyl démontre que ces gènes son exprimés a des 
niveaux plus élevés dans les adénomes que dans les carcinomes colorectaux 
suggérant que la signalisation Notch joue un rôle central dans l'initiation de la 
tumongenèse colorectale dès l'apparition des adénomes bénins (FRE et al ,2009) 
Dans des souris APC +/1638N, un modèle de souris hétérozygote pour un allèle non 
fonctionnel de APC, l'activation de Notch, par l'expression de sa forme constitutive 
active, génère de nombreuses lésions dysplasiques jusque dans le côlon, une région 
rarement affectée dans les modèles actuels d'initiation de la tumongenèse colorectale 
chez la souris (FRE et al, 2009) Cette caractéristique est fort intéressante quand on 
sait que la majorité des tumeurs gastro-intestinales humaines affectent le côlon distal 
et le rectum (YAMADA & MORI, 2007) L'activation aberrante de Notch a été 
répertoriée dans différents cancers dont celui du sein, de la prostate, du pancréas et du 
foie pour ne nommer que ceux-là (QIAO & WONG, 2009) Il a également été 
démontré que la surexpression de Notch dans le contexte des cancers du sein et de la 
prostate est associée à une réduction du taux de survie après 5 ans (FARNIE et al, 
2007 , SANTAGATA et al, 2004) D'ailleurs, cette voie de signalisation est mise à 
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profit dans des traitements innovateurs utilisés pour combattre certains types de 
cancers Des traitements avec des inhibiteurs pharmacologiques comme le MK-0752 
ciblant la y-sécrétase, la protéase responsable du clivage de Notch en sa forme active, 
sont présentement en phase d'études cliniques pour le traitement des cancers du sein 
avancés (QIAO & WONG, 2009) 
La voie de signalisation des Hedgehog est également impliquée dans le 
développement des cancers Par exemple, IHH est perdu très tôt lors du processus de 
carcinogenèse colorectale, précédant le développement des dysplasies (VAN DEN 
BRESTK et al, 2004) Van den Brmk et ses collaborateurs ont aussi démontré que la 
surexpression de IHH dans la lignée cellulaire cancéreuse colorectale DLD-1 régule 
négativement la signalisation endogène de la (3-catemne, entraînant une diminution 
importante de l'expression de gènes cibles de la voie Wnt comme BMP4, la cychne 
Dl et c-Met (VAN DEN BRINK et al, 2009) En fait, la perte de la signalisation 
Hedgehog dans ce contexte enlève un frem à la signalisation Wnt De plus, la 
protéine Glil, un effecteur final de la voie des Hedgehog, est moins exprimée dans 
les tissus provenant de cancers colorectaux que dans le tissu normal (AKIYOSHI et 
al, 2006) Il est intéressant de noter que dans cette étude, les niveaux de Glil sont 
inversement corrélés au niveau d'expression de la P-caténine nucléaire dans les 
cancers colorectaux analysés D'ailleurs, la surexpression de Glil dans des lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales HCT-116 et SW480 entraîne une diminution de 
l'expression de la P-caténine nucléaire et une réduction de l'expression de c-myc, une 
cible classique de la voie des Wnt (AKIYOSHI et al, 2006) Il n'est donc pas 
étonnant d'observer une inactivation de cette voie de signalisation lors de la genèse 
des tumeurs colorectales 
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La voie des BMP et du TGF-P est aussi affectée dans les cancers colorectaux 
Par exemple, dans le syndrome de polypose juvénile, des protéines effectuées de 
cette voie, BMPRl A et SMAD4, sont mutées (CROSNEER et al, 2006) En fait, des 
mutations affectent SMAD4 dans 16-25% des cancers du côlon (ANDO et al, 2005) 
Comme mentionné auparavant, une des caractéristiques de la voie de l'instabilité des 
chromosomes est la perte du bras long du chromosome 18 où SMAD4 est encodé 
Ainsi, SMAD4 est soit affligé de mutations l'inactivant ou carrément délété De plus, 
la voie de signalisation du TGF-p/SMAD peut aussi être inactivée en amont avec les 
mutations fréquentes qui inactivent le récepteur TGF-P de type II dans les tumeurs 
qui sont positives pour l'instabilité des microsatelhtes (MARKOWITZ et al, 1995) 
Il a également été décrit dans la littérature que BMP4 et BMP7 sont 
surexprimés dans les cancers colorectaux humains et que leurs niveaux élevés 
favorisent l'invasion et la migration des cellules cancéreuses (DENG et al, 2007 , 
MOTOYAMA et al, 2008) De plus, il a été démontré que la voie BMP est inactivée 
dans 70% des cancers colorectaux (KODACH et al, 2008) L'mactivation de cette 
voie de signalisation semble être imputable soit à la perte de SMAD4 ou à la 
disparition de BMPR2 La perte de la voie BMP serait associée à la transition entre 
un état adénomateux à celui de carcinome (KODACH et al, 2008) 
La voie des MAPK/ERK1/2 joue aussi un rôle important dans la 
carcmogenèse colorectale La protéine K-RAS est mutée dans près de 50% des 
cancers colorectaux et ceci est déjà détectable dans les foyers de cryptes aberrantes 
(MALUMBRES et al, 2003) Également, l'activité kinase de B-RAF est augmentée 
dans près de 10% des cancers colorectaux (DAVIES et al, 2002) L'activité ERK1/2 
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est aussi plus élevée dans les adénocarcinomes que dans le tissu normal l'entourant 
(HOSHINOeta/ 1999) 
Finalement, des mutations qui affectent la PI3K sont recensées fréquemment 
dans les cancers colorectaux En fait, plus de 40% des cancers colorectaux sont 
caractérisés par des mutations activatrices affectant la PI3K (SAMUELS & 
ERICSON, 2006) Les sites les plus fréquemment mutés sur la sous-unité régulatrice 
pi 10a sont les résidus E542, E545 et H1047 Ces mutations confèrent un gain de 
fonction qui engendre une activité lipide kinase accrue (BADER et al, 2005) 
D'ailleurs, l'expression de certains de ces mutants dans les cellules NIH 3T3 est 
suffisante à elle seule pour les transformer (IKENOUE et al, 2005) Le nombre de 
copies du gène AKT est fortement augmente dans certains types de cancers Par 
exemple, dans des lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques, on retrouve jusqu'à 
30 à 50 copies du gène AKT2 (CHENG et al, 1996) Également, une protéine 
régulatrice de la voie PI3K, PTEN (Phosphatase and TENsin homologué) est 
fréquemment mutée ou carrément absente en raison de la méthylation du promoteur 
dans les cancers colorectaux, engendrant une activation constitutive de la production 
de PIP3 et de ses effecteurs tels que la kinase AKT (SAMUELS & ERICSON, 2006) 
Finalement, il a été démontré que les différentes protéines qui composent la voie de 
signalisation de la PI3K sont fréquemment la cible de mutations dans les cancers 
colorectaux Ainsi, des mutations ont été identifiées dans les gènes PDK1, PAK4, 
AKT2, INSRR, ERBB4, PTEN, encodant pour des protéines qui interviennent dans la 
régulation de la signalisation de la PI3K (PARSONS et al, 2005) De plus, dans ces 
mêmes cancers colorectaux analysés, plus de 37 mutations différentes ont été 
recensées pour la sous unité pi 10a de la PI3K (PARSONS et al, 2005) Tous ces 
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éléments mis ensemble démontrent que la voie de la PI3K est une voie de 
signalisation cruciale dans le développement des cancers 
1.29 PROBLÉMATIQUES DU PROJET DE RECHERCHE 
Les souris dont le gène E2F4 est invalidé présentent des perturbations 
importantes dans le maintien de l'architecture intestinale Le nombre de cryptes est 
sévèrement réduit et les villosités sont plus petites (REMPEL et al, 2000) 
L'expression de l'ARNm de E2F4 dans l'intestin munn en développement apparaît à 
12 5 jours après la conception Celle-ci est fortement induite à 13 5 jours et elle est 
localisée surtout dans l'épithélium mtervillositaire, la zone prohférative de 
l'épithélium embryonnaire munn (DAGNINO et al, 1997) Des expériences menées 
au laboratoire ont mis en évidence que E2F4 pourrait jouer un rôle clé dans la 
prolifération des cellules épithéliales cryptales intestinales normales E2F4 est 
nucléaire dans des cellules épithéliales intestinales prolifératives alors qu'il est 
cytoplasmique lorsque les cellules sont maintenues quiescentes soit par déprivation 
en sérum, par l'atteinte de la confluence ou en étant différenciées (DESCHÊNES et 
al, 2004) Dans l'intestin fœtal humain de 18 semaines, une immunofluorescence 
indirecte dirigée contre E2F4 montre la présence de celle-ci tout le long de l'axe 
crypte-villosité avec un signal faible réparti entre le cytoplasme et le noyau 
Cependant, quelques cellules dans les cryptes expriment fortement E2F4 et le signal 
est nucléaire Un double marquage avec le ki-67, un marqueur de prolifération, 
démontre que les cellules qui expriment fortement E2F4 dans le noyau sont 
prolifératives L'utilisation de cellules épithéliales intestinales normales (HIEC) a 
permis d'établir que l'entrée dans le cycle cellulaire suite à une stimulation par le 
sérum de ces cellules se manifeste par l'entrée de E2F4 dans le noyau Or, dans les 
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cancers colorectaux, souvent caractérisés par l'instabilité des microsatelhtes, E2F4 
fait partie d'une courte liste de gènes qui sont fréquemment mutes (IKEDA et al, 
1998) La série de 13 serines consécutives retrouvées au niveau du domaine de 
transactivation est constamment affectée par des mutations qui augmentent l'activité 
transcnptionnelle de E2F4 De plus, ces mutants lorsqu'ils sont transfectées dans des 
fibroblastes NIH 3T3 permettent aux cellules de proliférer plus rapidement 
D'ailleurs, ces mutants se localisent davantage dans le compartiment nucléaire 
(TAKASHIMA et al, 2001) Jusqu'à maintenant, le rôle de E2F4 dans le contrôle de 
la prolifération de la prolifération et la survie cellulaire dans les cellules épithéhales 
intestinales normales et cancéreuses est méconnu 
1.30 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE 
Tous ces éléments suggèrent que E2F4 est un régulateur important de la 
prolifération dans les cellules épithéhales intestinales La régulation de l'activité 
transcnptionnelle de E2F4 par sa localisation notamment pourrait être un déterminant 
clé pour le contrôle de la prolifération et de la survie des cellules épithéhales de la 
crypte intestinale Étant donné la corrélation nette entre la présence de E2F4 au 
noyau et un état prolifératif, nous avons posé comme hypothèse que l'expression 
nucléaire de E2F4 est suffisante et requise pour la prolifération cryptale intestinale 
Mon projet de recherche reposait donc sur les deux objectifs suivants 1) analyser 
l'impact de la surexpression nucléaire forcée de E2F4 sur la progression dans le cycle 
cellulaire des cellules épithéhales cryptales intestinales humaines Nous avons 
rapidement constaté que dans ce contexte cellulaire, l'expression de E2F4 de manière 
soutenue dans le noyau cause la mort cellulaire La première approche a été 
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d'examiner l'implication des voies classiques de l'apoptose en évaluant les niveaux 
d'expression de protéines importantes pour la régulation des voies intrinsèques et 
extrinsèques de l'apoptose À la lumière de nos résultats, nous avons remarqué que 
des processus alternatifs de mort cellulaire sont également impliqués et nous avons 
évalué leur contribution par différents moyens Nous avons donc tenté de caractériser 
les différentes voies de signalisation sollicitées lors de l'exécution des différents 
programmes de mort cellulaire mis en œuvre lorsque E2F4 est exprimé de façon 
constitutive dans le noyau des cellules HIEC En second heu, nous avons caractérisé 
l'impact de l'inhibition de l'expression de E2F4 par utilisation de l'interférence 
d'ARN sur la progression dans le cycle cellulaire des cellules épithéhales intestinales 
cryptales humaines et dans des lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines 
Dans un premier temps, nous avons constaté que la réduction des niveaux 
d'expression de E2F4 entraînait une diminution significative de la prolifération 
cellulaire autant dans les cellules épithéhales normales que cancéreuses Notre 
hypothèse est donc que E2F4 est un facteur important ou limitant à la progression 
dans le cycle cellulaire Nous avons utilise différentes techniques pour examiner sa 
contribution au contrôle de la prolifération cellulaire des cellules cryptales 
intestinales humaines Par ailleurs, nous avons pu observer que la diminution de 
l'expression de E2F4 dans les cellules normales et cancéreuses intestinales humaines 
entraînait un temps de doublement des populations vraiment plus long Nous nous 
sommes posés la question à savoir si la perte d'expression de E2F4 dans les lignées 
cellulaires épithéhales normales et cancéreuses pourrait se manifester par l'apparition 
d'une sénescence précoce en raison de la détection de certains marqueurs 
morphologiques et biochimiques caractéristiques de ce phénomène cellulaire 
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Chapitre 2 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.01 MATÉRIEL ET ANTICORPS 
Les anticorps suivants ont été utilisés dans le cadre de mon projet de 
recherche Les anticorps polyclonaux contre E2F4 (C-20), E2F1 (C-20), Skp2 p45 
(H-435), Cdc25A (144), p21 (C-19), p27 (C-19), cycline A (H-432), Fas (C-20), Bcl-
2 (N-19), Bax (N-20), les formes totales de JNK(FL), la claudine-1 (C-18), la 
thioredoxme réductase (TrXr H-270), la glutathione réductase (C-18), Mdm-2 (N-
20), pl4ARF(H-132), la protéine kmase C ô (C-17), GST (B-14), PCAF (C-16), HAT1 
(C-20), Hsp90 (C-20), mRas (N-19), la lamine B (M-20), la calpaine 2 (H-240), la 
GFP (FL) et le Fas ligand (NOK-1) proviennent tous de Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA, États-Unis) Un anticorps monoclonal dirigé contre p53 (DO-1) 
nous a été gracieusement fourni par le Dr Darel Hunting (Université de Sherbrooke, 
QC, Canada) L'anticorps monoclonal utilisé contre Rad21 provient de Upstate Cell 
Signahng (Charlottesville, VA, États-Unis) Les anticorps contre la P-actine et 
l'integrine oc5 proviennent de chez Chemicon (Temecula, CA, États-Unis) La 
détection de FLIP (NF6) s'est faite avec un anticorps provenant de Alexis 
Biochemicals (Lausanne, Suisse) En ce qui a trait à la détection de Bid (spécifique à 
l'humain), de p53 phosphoryle sur la serine 15, de la forme clivée de la caspase 3 
(Aspl75) et pour la forme phosphoryle de JNK Vi (Thrl83/Tyrl85), les anticorps 
utilisés ont été produits par Cell Signahng (Pickenng, ON, Canada) Pour les 
résultats obtenus avec RIP (clone 38) et Bruce (clone 4), les anticorps proviennent de 
BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada) La compagnie Abcam nous a fournit 
l'anticorps dirigé contre la péroxyrédoxine-6 (ab59543) (Cambridge, MA, États-
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Unis) Les anticorps utilisés pour la détection de Pautophagine 4B (N-terminal) 
proviennent de Abgent (San Diego, CA, États-Unis) Pour la visualisation des 
résultats avec la caveolme-1 (clone 2297), les anticorps fournis par Zymed 
Laboratories (San Francisco, CA, États-Unis) ont été employés L'anticorps dirigé 
contre PUMA (Ab-1) (2-16) et l'inhibiteur de caspase à spectre large, le z-VAD-fmk 
sont commercialisés par Calbiochem (San Diego, CA, États-Unis) L'anticorps 
utilisé pour la détection de c-myc (clone 9E10) provient de Roche Diagnostics (Laval, 
QC, Canada) L'anticorps monoclonal qui reconnaît la caspase-7 (clone B94-1) ainsi 
que les substrats fluorogeniques utilisés pour mesurer l'activité des caspases 3, 8 et 9 
proviennent de Pharmingen (Mississauga, ON, Canada) Le système de révélation de 
l'immunodetection par chimioluminescence (ECL) ainsi que la [méthyl-3H] thymidme 
tntiée proviennent de Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfé, QC, Canada) 
Pour mesurer l'activité mitochondnale, nous avons utilisé le Vybrant Apoptosis kit #6 
fourni par Molecular Probes (Eugène, OR, États-Unis) Le reste des produits utilisés 
dans le cadre de mon projet de recherche provient de Sigma-Aldnch (Oakville, ON, 
Canada) à moins d'un avis contraire 
2.1 CULTURE CELLULAIRE 
2.1.1 LA LIGNÉE CELLULAIRE HIEC 
Pour évaluer l'importance de la contribution de E2F4 dans la prolifération des 
cellules épithéhales intestinales normales, le modèle de cellules HIEC-6 a été 
employé Ce modèle de cellules normales non immortalisées de cellules épithéhales 
intestinales humaines a été généré à partir d'iléon foetal âgé de 18 semaines Les 
HIEC modélisent bien les cellules prolifératives et indifférenciées localisées dans le 
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fond de la crypte intestinale humaine (PERREAULT et al, 1996) Ces cellules 
arrêtent de proliférer lorsqu'elles atteignent la confluence cellulaire Par contre, elles 
semblent incapables d'entamer un programme de différenciation entérocytaire La 
nature épithéhale de ces cellules est confirmée par l'expression de marqueurs tels que 
des hydrolases de la bordure en brosse comme l'aminopeptidase N et la 
dipeptidylpeptidase IV (PERREAULT et al, 1996) De plus, l'expression du 
marqueur spécifique aux cellules de la crypte MIM-1/39 confirme que ces cellules 
sont représentatives de celles que l'on retrouve au niveau de la crypte intestinale 
humaine (PERREAULT et al, 1996) Les HIEC sont cultivées dans l'Opti-MEM 
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) auquel est ajouté 4 mM de glutamine 
(GLUTAMAX, Invitrogen), 20 mM HEPES (Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada), 50 
U/ml pénicilline (Wisent), 50 ug/ml de streptomycine (Wisent), 0,2 IU/ml d'insuline 
(Novolm®ge, Novo Nordisk, Mississauga, ON, Canada) et 5% de sérum foetal de 
veau (FBS) (Wisent) dans une atmosphère humide (5% CO2, 95% air) maintenu à 
37°C Finalement, une caractéristique intéressante de ce modèle cellulaire est sa 
grande dépendance aux facteurs de croissance pour sa prolifération (DESCHÊNES et 
al, 2004) Cette propriété nous a permis de synchroniser le cycle cellulaire des HIEC 
en les privant en sérum pour une période de 48 heures pour les arrêter en G0 Le 
retour du sérum dans le milieu de culture des HIEC leur permet de s'engager à 
nouveau dans le cycle cellulaire 
2.1.2 LA LIGNÉE CELLULAIRE CACO-2/15 
La lignée cellulaire Caco-2/15, isolée d'un adénocarcinome de côlon humain, 
nous a été gracieusement fournie par le Dr A Quaroni (Cornell University, Ithaca, 
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NY, États-Unis) Cette lignée cellulaire se caractérise par l'initiation d'un programme 
de différenciation entérocytaire lors de l'atteinte de la confluence (BEAULIEU & 
QUARONI, 1991) Les Caco-2/15 sont capables de se polariser, former une bordure 
en brosse et de développer des jonctions serrées et adhérentes pleinement 
fonctionnelles (BEAULIEU ET QUARONI, 1991) De plus, elles vont exprimer des 
enzymes spécifiques à la bordure en brosse comme la lactase et Paminopeptidase N 
Les Caco-2/15 expriment une forme mutée de p53 et non fonctionnelle (GARTEL et 
al, 2003) Cependant, ces cellules sont parmi les rares cellules cancéreuses 
colorectales qui expriment une forme normale du gène K-Ras (LAWSON et al, 
2000) Par contre, APC est muté dans cette lignée (ILYAS et al, 1997) Les cellules 
sont maintenues dans le DMEM enrichi de 10% de FBS, 2 raM de glutamine, 50 
U/ml pénicilline et 50 |xg/ml streptomycine 
2.1.3 LA LIGNÉE CELLULAIRE HCT-116 
Les HCT-116 (ATCC-CCL-247) proviennent d'un carcinome colorectal et 
nous ont été fournies par l'ATCC (Manassas, VA, États-Unis) Ces cellules arborent 
une mutation dans le codon 13 du gène K-Ras d'où une activation constitutive de cette 
protéine (SCHROY et al, 1995) Les gènes encodant pour les protéines p53 etp21 
ne sont pas affectés par des mutations et sont pleinement fonctionnels (FAN et al, 
1997) Le gène APC est aussi intact dans cette lignée cellulaire (ELANDER et al, 
2009) Cependant, la P-caténme est mutée (ILYAS et al, 1997) De plus, cette 
lignée démontre un niveau élevé d'instabilité des microsatelhtes (KOI et al, 1994) 
Les HCT-116 sont cultivées dans le milieu McCoy's 5A (Wisent) contenant 10% de 
FBS, 2 mM de glutamine, 50 U/ml pénicilline et 50 ug/ml streptomycine 
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2.1.4 LA LIGNÉE CELLULAIRE HT-29 
Les HT-29 (ATCC-HTB-38) proviennent d'un adénocarcinome de côlon La 
protéine p53 est surexpnmée dans cette lignée Cependant, elle est mutée dans son 
site de liaison à l'ADN (R273H) (BOSSI et al, 2006) De plus, elles expriment une 
forme tronquée de APC (BROCARDO et al, 2005) Les HT-29 possèdent deux 
allèles normaux pour K-Ras (G13D) mais B-RAF est mute (BRAFV600E) 
(SMAKMAN et al, 2006) La lignée cellulaire cancéreuse colorectale HT-29 est 
cultivée dans le milieu McCoy's 5A (Wisent) supplementé de 10% de FBS, 2 mM de 
glutamme, 50 U/ml pénicilline et 50 |xg/ml streptomycine 
2 15 LA LIGNÉE CELLULAIRE LOVO 
La lignée cellulaire Lovo (ATCC-CCL-229) provient d'un adénocarcinome de 
côlon Les cellules sont maintenues en culture avec un milieu Ham's F12 (Wisent) 
auquel est additionné 10% de FBS, 2 mM de glutamine, 50 U/ml pénicilline et 50 
ug/ml streptomycine Les gènes encodant pour APC et K-Ras sont mutés 
(LUCHTENBORG et al, 2004 , OGINO et al, 2005) Les LoVo sont également 
caractérisées par un indice élevé d'instabilité des microsatelhtes (ILYAS et al, 
1999) Malgré tout, elle possède deux allèles de type sauvage pour p53 (POCARD et 
al, 1996) 
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2.1.6 LA LIGNÉE CELLULAIRE SW480 
La lignée cellulaire cancéreuse colorectale SW480 (ATCC-CCL-228), issue 
d'un adénocarcinome colorectal primaire, a été cultivée dans le DMEM (Wisent) 
auquel 10% de FBS est ajouté ainsi que 2 mM de glutamine, 50 U/ml pénicilline et 50 
Ug/ml streptomycine Dans cette lignée, le gène p53 est affligé de deux mutations 
ponctuelles (R273H et P309S) qui réduisent la liaison à l'ADN (ROCHETTE et al, 
2005) De plus, elles expriment une forme tronquée de APC, incapable de lier la P-
catémne (HENDERSON, 2000) Par ailleurs, le gène K-RAS est également muté 
(SMAKMAN et al, 2006) 
2.1.7 LA LIGNÉE CELLULAIRE DLD-1 
Les DLD-1 (ATCC-CCL-221) nous ont été gracieusement fournie par le Pr 
François Boudreau (Université de Sherbrooke, QC, Canada) Cette lignée cellulaire 
provient d'un adénocarcinome colorectal Les gènes p53, APC et K-Ras sont mutés 
(RAJESH et al, 1999 , PENMAN et al, 2005 , SMAKMAN et al, 2006) Les 
cellules sont cultivées dans du RPMI 1640 (Wisent) supplémenté avec 10% de FBS 
auquel est additionné 2 mM de glutamine, 50 U/ml pénicilline et 50 ug/ml 
streptomycine 
2 1.8 LA LIGNÉE CELLULAIRE COLO-205 
Cette lignée cellulaire cancéreuse colorectale (ATCC-CCL-222) est issue d'un 
adénocarcinome colorectal Cette lignée est caractérisée par la présence d'une 
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protéine K-Ras intacte mais B-RAF est affligé de la mutation (V600E) (DI 
NOCOLANTONIO et al, 2008) De plus, le gène p53 est intact (KATO et al, 
2007) Cependant, le gène APC et celui de la fi-caténine sont mutés (LAWSON et 
al, 2000) Les cellules sont maintenues en culture dans le milieu RPMI 1640 auquel 
sont ajouté 10% de FBS ainsi que les antibiotiques requis 
2 1.9 LA LIGNÉE CELLULAIRE T84 
La lignée cellulaire cancéreuse colorectale T84 (ATCC-CCL-248) provient 
d'un carcinome colorectal Le gène APC est mutée dans cette lignée (SCHMELZ et 
al, 20001) De plus, le gène p53 n'est pratiquement pas exprimé en raison d'un 
transcrit hautement instable due à des mutations (LIU & BODMER, 2006) Cette 
lignée est cultivée dans un milieu particulier composé de 50% de DMEM et 50% de 
Ham's F12 Ce milieu contient 10%) de FBS et contient les mêmes concentrations 
d'additifs que les autres lignées mentionnées plus haut 
2.1.10 LA LIGNÉE CELLULAIRE HEK 293T 
La lignée cellulaire FfEK 293T (ATCC-CRL-11268) a été utilisée pour la production 
des adénovirus et des lentivirus Cette lignée cellulaire d'origine rénale permet 
d'obtenir de très hauts niveaux de transfection Les HEK 293T sont cultivées dans un 
milieu conventionnel DMEM enrichi de 10% de FBS ainsi que 2 mM de glutamine, 
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TABLEAU 2 : TABLEAU RÉCAPITULATIF DES MUTATIONS ET DE 
L'ORIGINE DES DIFFÉRENTES LIGNÉES CELLULAIRES UTILISÉES 
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2.2 CONSTRUCTIONS ADÉNOVIRALES 
Les vecteurs utilisés pour la génération des adénovirus utilises dans le cadre 
de mes recherches nous ont été gracieusement fournis par le Dr Paul Hamel 
(Université de Toronto, ON, Canada) Les vecteurs encodant pour la GFP seule, 
E2F4 de type sauvage (GFP-WT-E2F4) et E2F4 auquel une séquence de localisation 
nucléaire (MVPKKKRKKV) issu de l'antigène grand T de SV40 est ajouté (GFP-
NLS-E2F4) ont été caractérisés initialement dans une étude faite sur des myoblastes 
de rat L6 (GILL & HAMEL, 2000) Les auteurs ont utilisé l'ADNc de E2F4 auquel 
une étiquette HA est ajoutée pour le sous-cloner en phase avec la GFP dans le vecteur 
pEGFPC-1 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) Pour les constructions générant les 
protéines de fusion entre E2F4 et la GFP-NLS-E2F4, la séquence NLS de l'antigène 
grand T de SV40 a été sous-clonée dans le site de clonage multiple entre la GFP et 
l'ADNc de HA-E2F4 pour maintenir le cadre de lecture Les ADNc recombinants 
étiquetés avec la GFP sont ensuite excisés du vecteur pEGFPC-1 avec Agel (coupant 
à l'extrémité 5' de l'étiquette GFP) et Hpal (clivant dans la région de polyadénylation 
de SV40) et clones dans le site Agel et Hpa du vecteur adénoviral pAdTrack-
cytomégalovirus® (Stratagene, Cedar Creek, TX, États-Unis) Ces constructions 
encodant pour les protéines recombinantes sont ensuite linéarisées avec Pmel et 
cotransformées dans les bactéries BJ5183 par électroporation avec le vecteur 
adénoviral pAdeasy® (Stratagene) Les ADN recombinant adénoviraux générés sont 
ensuite récupérés sur un gradient de chlorure de césium et prêts à être utilisés pour 
produire des adénovirus encodant pour les protéines de fusion Les ADN 
adénoviraux sont ensuite transfectés dans des cellules HEK 293 et 10 jours après, les 
virus sont récoltés (Figure 10) Le titre adénoviral est mesuré en dénombrant les 
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plaques de cellules 293 fluorescentes, suite à l'expression des transgènes, dans une 
plaque 6 puits avec des dilutions sériées des adénovirus Une relation mathématique 
entre le nombre de plaques fluorescentes, l'aire de la surface de culture et la dilution 
permet de mesurer la capacité d'infection des virus générés Le titre du virus est 
calcule en unités de formation de plaque/ml (PFU) Cette technique permet de 
produire les adénovirus stocks Pour la production à plus grande échelle pour la 
réalisation des expériences, le protocole suivant est employé 
2.2.1 PRODUCTION DES ADÉNOVIRUS 
Des cellules 293T sont utilisées pour produire les adénovirus Cette lignée 
cellulaire exprime le gène El qui complémente l'ADN adénoviral transfecte et permet 
la formation des virions (LUO et al, 2007) On ensemence 21 flasques de culture 
T75 (Sarstedt, Saint-Léonard, QC, Canada) avec les HEK 293T et cultivées jusqu'à 
l'atteinte d'une confluence avoisinant les 75-80% Un T75 est conservé pour compter 
les cellules Les cellules sont infectées pour avoir une multiplicité d'infection de 10 
(MOI) c'est à dire pour avoir 10 fois plus de virus que de cellule Le volume 
nécessaire de virus est calculé et on complète le volume à 800 ul dans un mélange 
composé de DMEM supplémenté de 2% de FB S et 0 4 M de L-arginine Le mélange 
contenant les virus est ajouté aux cellules que l'on a pris bien soin de rincer deux fois 
avec du PBS IX Les cellules sont incubées 1 heure à 37°C avec agitation à toutes les 
15 minutes pour s'assurer d'avoir une infection uniforme dans les T75 Le mélange 
viral est ensuite retiré et les cellules sont mises en présence de 8 ml de DMEM 2% 
FBS, 0,4 M L-argimne Par la suite, les cellules sont incubées pour une période de 36 
heures Les cellules contenues dans les 20 flasques T75 sont resuspendues dans un 
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FIGURE 10 : SCHÉMA DÉCRIVANT LE MODE DE FONCTIONNEMENT 
GÉNÉRAL DES VECTEUR ADÉNOVIRAUX BASÉ SUR LE SYSTÈME 
ADEASY® POUR GÉNÉRER LES ADÉNOVIRUS ENCODANT SOIT GFP, 
GFP-E2F4-WT OU GFP-E2F4-NLS 
Dans le système adénoviral AdEasy®, l'ADNc de GFP, GFP-WT-E2F4 ou GFP-
NLS-E2F4 est inséré entre les sites Agel et Hpa du vecteur adénoviral pAdTrack® 
Les plasmides résultants sont linéarisés avec l'enzyme de restriction Pmel puis 
transformés dans des bactéries BJ5183 Ces dernières possèdent le plasmide 
pAdEasy-1®, un plasmide adénoviral Les bactéries BJ5183 possèdent la machinerie 
nécessaire pour procéder a des événements de recombinaison homologues Une 
sélection à la kanamycine permet de discriminer les bactéries qui possèdent l'ADN de 
GFP, GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 inséré dans le vecteur pAdEasy-1® 
recombme Le plasmide adénoviral est ensuite digéré avec Pacl pour libérer les ITR 
(Inverted Terminal Repeats) et par la suite transfectes dans les HEK-293 Cette 
lignée cellulaire exprime le gène adénoviral El qui complémente le vecteur 
adénoviral pAdeasy® qui en est dépourvu et permet la production d'adenoviius qui 
encode soit GFP-E2F4-WT ou GFP-E2F4-NLS Schéma tiré de LUO et al, 2007 
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volume final de 4 ml de PBS IX stérile La suspension cellulaire est ensuite soumise 
à cinq cycles de gel/dégel entre l'azote liquide et un bain d'eau thermoregulé à 37°C 
Les cellules lysees sont ensuite centrifugées 15 minutes à 4°C à 3000g pour se 
débarrasser des membranes cellulaires Par la suite, les virus présents dans le 
surnageant sont purifiés sur un gradient de chlorure de césium Dans un tube à ultra-
centnfugation (Beckman Ultra-Clear 14 x 89 mm, Beckman Coulter, Mississauga, 
ON, Canada), un gradient de chlorure de césium est prépare avec trois solutions dont 
la concentration est de 1 2 g/ml, 1 4 g/ml et 1 5 g/ml constitué dans un tampon 50 
mM Tris pH 8 1 Une fois le gradient établi et stable, le 4 ml de surnageant contenant 
les virus est déposé sur la phase supérieure Le gradient est centrifuge 1 heure a 35 
000 rpm sur un rotor SW-41 (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada) à 4°C 
dans une ultracentrifugeuse Optima L-70 (Beckman Coulter) Après la centnfugation, 
deux bandes sont apparentes, la plus haute ne contient que des débris alors que la 
seconde contient le virus purifié La bande contenant les virus est prélevée et 
appliquée sur 7 ml de CsCl 1 4 g/ml dans un tampon 50 mM Tris pH 8 1 Le tout est 
recouvert de 4 ml de PBS IX et on centrifuge toute la nuit à 25 000 rpm à 4°C Le 
lendemain, on récupère encore la bande la plus basse car la plus haute ne contient que 
des capsides vides Les virus sont ensuite injectés dans une cassette à dialyse ShdeA-
Lyzer (Pierce, Rockford, IL, États-Unis) et placés dans un tampon de dialyse stérile 
consistant en 10% glycérol, 1 mM HEPES, 1 mM MgCL. pH 7,4 Les virus sont 
dialyses toute la nuit à 4°C Le lendemain, les virus sont retirés du tampon de dialyse, 
aliquotés et conservés à -80°C Par la suite, le titre des adénovirus est déterminé en 
infectant des cellules HEK 293 Si le titre viral est satisfaisant, on peut passer aux 
infections adénovirales sur les HIEC 
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2.3 GENERATION DES SHARN 
Le vecteur d'expression lentiviral utilisé pour l'expression des short hairpins 
ARN pLentiV6/U6 est une construction réalisée par le Dr Dominique Jean 
(Université de Sherbrooke, QC, Canada) Le promoteur U6 provient du plasmide 
pSilencer 2 0-U6® (Ambion, Streetville, ON, Canada) Il a été amplifié par PCR en 
utilisant l'oligonucléotide sens 5'-CCATCGATCATGATTACGAATTGCAACG-3' 
(insertion d'un site de restriction Clal) et l'oligonucléotide antisens 5-
GGCCAGTGCCAAGCTTG-3' L'amphcon est ensuite digère avec les enzymes de 
restriction BamHl et Clal L'ADN obtenu est ensuite clone dans le vecteur 
pLenti6/V5-D-TOPO® (Invitrogen, Mississauga, ON, Canada) préalablement digéré 
avec les deux mêmes enzymes de restriction Le nouveau promoteur U6 inséré 
remplace le promoteur CMV de pLenti6/V5/D-TOPO® Les séquences utilisées pour 
cibler les ARNm de E2F4 et p53 sont déterminées en utilisant le logiciel BLOCK-
îT® RNAi Designer (Invitrogen, Mississauga, ON, Canada) Les ohgonucléotides 
utilisés contiennent la séquence sens et antisens ciblée par le shARN, un site BamHl 
et un site Xhol, une séquence de terminaison pour l'ARN polymérase III et une 
séquence nucléotidique (TTCAAGAGA) qui sert de boucle II est important de 
mentionner qu'après avoir identifié le shARN le plus efficace pour diminuer les 
niveaux d'expression de p53 et E2F4, un sh contrôle est généré avec cette séquence 
pour chaque gène Cette séquence ne doit rien reconnaître au niveau du génome 
humain et elle consiste en un brassage de l'ordre des nucléotides de la meilleure 
séquence La séquence est obtenue en utilisant le site siRNA Wizard 3 1 (InvivoGen, 
San Diego, CA, États-Unis) Généralement, un minimum de trois séquences par gène 
d'intérêt sont sélectionnées Pour le clonage des shARN, les ohgonucléotides sont 
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A) 
BamHl séquence sens Boucle Séquence antisens RNA pol III Xhol 
5 ' GA rCCCNN>mNNNTTCAAGAGANNNNNNNNNNNTTTTTTTTGGA4 C-3 ' 
3 'GGNNNNNNNAAGTTCTCTNNNNNNNNNNNAAAAACCrrG^GCr-5 ' 
B) 




sh séquence mélangée E2F4 
shp53#l 
sh p53 #2 
sh p53 #3 
sh séquence mélangée p53 
Séquence nucléotidique 
5'- GGA TTT ACG ACA TTA CCA ATG -3' 
5'- GGA AGC CTC ACG TCC AAA TAG - 3' 
5'- CCA GGA AGC CTCA CGT CCA AAT AGT-3' 
5'- GTC CAG AAG TAC TAT CGT AAT - 3' 
5'- GCG CAC AGA GGA AGA GAA TCT- 3' 
5'- GCC TGA CTC AGA CTG ACA TTC -3' 
5'- GCT GGT GGG TTG GTA GTT TCT - 3' 
5'- TAA GGA CTG ACG AAC GGA CAG - 3' 
TABLEAU 3 : SCHEMATISATION DU DESIGN DES SEQUENCES SHARN 
ET LISTE DES AMORCES OLIGONUCLEOTIDIQUES UTILISÉES POUR 
GÉNÉRER LES DIFFÉRENTS LENTrVTRUS CD3LANT LES ARN 
MESSAGERS DE E2F4 ET P53 
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dilués dans l'eau à une concentration de 3 ug/ul Dans un premier temps, les 
oligonucléotides sens et antisens sont hybrides Brièvement, 1 ul de la suspension de 
chaque ohgonucléotide est mélangé à 5 ul de tampon d'hybridation 10X (Tris-HCl 
1M pH 8 0, NaCl 5M, 500 mM EDTA pH 8 0, pH final 8 0) et le volume est amené à 
50 ul en complétant avec de l'eau La réaction d'hybridation est réalisée dans un bloc 
chauffant à 65°C pendant 10 minutes On laisse ensuite le mélange d'hybridation 
gagner progressivement la température de la pièce Le vecteur lentiviral pLentiV6/U6 
est digéré avec les enzymes de restriction BamHl et Xhol, migré sur un gel 
d'agarose, la bande obtenue est purifiée et la quantité d'ADN dosée par les méthodes 
conventionnelles de biologie moléculaire Par la suite, les oligonucléotides hybrides 
et le vecteur pLentiV6/U6, préalablement digérés avec BamHl et Xhol, sont incubés 
à différents ratio en présence de 0 5 ni T4 DNA hgase (Amersham) et de 1 ul de 
tampon réactionnel de la hgase La réaction de hgation se fait dans un volume final 
de 10 ul pendant toute la nuit à 16°C Le lendemain, des bactéries E coh StbB 
(gracieusement fournies par le Pr François Boudreau, Université de Sherbrooke, QC, 
Canada) sont transformées avec le résultat des hgations Ces bactéries sont 
caractérisées par une incapacité à faire de la recombinaison homologue et sont 
adaptées à la production des vecteurs lentiviraux (Invitrogen, Burlington, ON, 
Canada) Les colonies sont piquées, amplifiées et l'ADN de ces bactéries est isolé 
avec un kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) Par la 
suite, l'ADN purifié est digéré avec BstXl (Amersham) et migré sur un gel 
d'acrylamide 12% coloré au bromure d'éthidium pour confirmer la présence de la 
séquence shARN qui se traduit par la présence d'un fragment de 68 paires de bases 
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FIGURE 11 : SCHÉMA DU VECTEUR PLENTIV6/U6 UTILISÉ POUR 
L'EXPRESSION DES SHARN SPÉCIFIQUE DIRIGÉS CONTRE E2F4 ET 
P53 
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2.3.1 GENERATION DES LENTIVIRUS 
Les cellules HEK 293 (5 millions) sont ensemencées dans un pétri de 100 
mm Le lendemain, les plasmides lentiviraux sont transfectés avec la Lipofectamine 
2000® (Invitrogen, Mississauga, ON, Canada) Quatre vecteurs lentiviraux différents 
sont nécessaires pour la production des lentivirus On doit transfecter 6 ug de chaque 
vecteur Le vecteur lentiviral pLPl encode pour les protéines virales Gag et Pol Le 
second plasmide lentiviral pLP2 encode pour le gène Rev qui est nécessaire pour 
l'expression des protéines virales Gag et Pol De plus, pLP2 est nécessaire pour 
l'exportation nucléaire des ARN viraux dans les capsides lentivirales Le troisième 
plasmide lentiviral, pLP/VSVG encode pour les glycoprotéines G de l'enveloppe de 
la capside qui sont nécessaires pour donner le pouvoir infectieux Finalement, 6 ug 
du vecteur recombinant shp53 ou shE2F4 sont ajoutés au mélange Le tout est fait 
dans un volume de 1 5 ml de Opti-MEM sans FBS On utilise 48 (il de 
Lipofectamine 2000® dans 1 5 ml de Opti-MEM On laisse incuber 5 minutes puis 
on combine la Lipofectamine 2000® au mélange d'Opti-MEM contenant les ADN 
lentiviraux On laisse reposer le tout 20 minutes à la température ambiante Pendant 
ce temps, les cellules sont rincées deux fois avec de l'Opti-MEM sans sérum À la 
fin du 20 minutes d'incubation, on ajoute goutte à goutte 3 ml du mélange 
ADN/Lipofectamme 2000® par pétri de 100 mm On incube les cellules 4 heures à 
37°C Finalement, on enlève le milieu et on le remplace par du DMEM 10% FBS et 
on envoie les cellules à l'incubateur pour deux jours Les lentivirus, libérés dans le 
milieu de culture, seront purifiés sur un filtre à seringue Acrodisc® 0 45 (xm (PALL 
Corporation, Ann Harbor, MI, États-Unis) Les lentivirus récoltés sont ahquotés et 
envoyés à -80°C 
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2.3.2 INFECTION DES CELLULES AVEC LES LENTIVIRUS 
Les cellules sont infectées lorsqu'elles atteignent 70-80% de confluence On 
ajoute 1 (xl de polybrène (4 ug/ul) à 1 ml de lentivirus Le polybrène est un polymère 
qui facilite l'infection des cellules en neutralisant la répulsion naturelle entre les 
virions et l'acide siahque présent sur la membrane cellulaire (DAVIS et al, 2004) 
Le milieu des cellules est retiré et 1 ml de lentivirus est appliqué sur un pétri de 100 
mm On incube 1 heure à 37°C en prenant soin d'aller agiter régulièrement la 
suspension virale On aspire ensuite la suspension virale et on ajoute 8 ml du milieu 
de culture normal approprié Après 2 jours, on peut commencer la sélection avec la 
blasticidine S 5 u.g/ml (Invitrogen) La sélection est réalisée sur une période de 14 
jours avant de commencer à faire des expériences sur les populations cellulaires qui 
expriment maintenant des shARN 
2 4 EXPRESSION DE "SMALLINTERFERING RNA " PAR 
TRANSFECTION TRANSITOIRE 
Nous avons aussi eu recours à la technologie des SI ARN pour réduire 
l'expression de la protéine RIP (Receptor Interacting Proteiri) dans les populations 
cellulaires HIEC qui exprimaient soit un shARN spécifique contre p53, soit la 
séquence mélangée de p53 ou des HIEC parentales Pour arriver à nos fins, nous 
avons donc procédé à une transfection transitoire avec la Lipofectamine 2000® sur 
ces populations dans des plaques de 6 puits Nous avons utilisé les SI ARN RIP 
(humain) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, États-Unis) conçu pour 
inhiber l'expression de RIP dans les cellules humaines Ce produit contient un 
mélange de 3 SI ARN différents de 20 à 25 nucléotides spécifiques contre RIP 
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Également, nous disposons d'un SI ARN contrôle avec une séquence aléatoire issue 
d'un des SI ARN contre RIP qui ne reconnaît aucune séquence génomique humaine 
qui a été généré par la compagnie Nous avons resuspendu dans de l'eau stérile les 
duplex de SI ARN conformément aux recommandations du manufacturier 
Nous avons ensuite préparé les solutions suivantes pour 1 puits d'une plaque 6 
puits la solution A contient 6 ul du SI ARN contre RIP mélangé avec 250 ul d'Opti-
MEM sans sérum alors que la solution B contient 2 5 ul de Lipofectamine 2000® 
dans 250 ul d'Opti-MEM, toujours en absence de sérum Les solutions A et B sont 
combinées ensemble et incubées pour 20 minutes à la température de la pièce 
Pendant ce temps, les cellules sont rincées deux fois avec de l'Opti-MEM sans sérum 
À la fin du délai de 20 minutes, 490 ul du mélange A et B est ajouté goutte a goutte 
aux cellules dont on vient d'aspirer le milieu Les cellules sont incubées de 4 à 6 
heures à 37°C Le milieu de transfection est retire et remplacé par du milieu frais 
Opti-MEM 5% FBS Après 2 jours de culture, les extraits cellulaires requis sont 
réalisés 
2.5 COURBES DE CROISSANCE 
Les cellules sont ensemencées au jour 0 avec respectivement 150 000 
cellules/puits de HIEC, 100 000 cellules/puits de Caco-2/15 et 100 000 cellules/puits 
de HCT-116 dans des plaques de 6 puits Le suivi du nombre de cellules est fait pour 
des durées variables en utilisant un hématimètre 
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2.5.1 TEST DE VIABILITÉ CELLULAIRE PAR EXCLUSION AU BLEU DE 
TRYPAN 
Les cellules flottantes dans les pétris sont récoltées alors que les cellules 
encore adhérentes sont trypsinées et resuspendues dans le DMEM 5% FBS Toutes 
les cellules sont mises ensemble dans un tube conique et centrifugées 5 minutes à 
2000g Les cellules sont ensuite resuspendues dans 100 ul de DMEM sans sérum 
On ajoute 100 ul de bleu de trypan pour avoir une concentration finale de 0 1% Les 
cellules sont incubées 5 minutes en présence du bleu de trypan, puis comptées avec 
un hématimètre Les cellules vivantes sont celles qui sont capable d'exclure le bleu 
de trypan alors que les mortes accumulent le colorant Pour chaque condition, au-
delà de 1000 cellules ont été comptées 
2.6 CROISSANCE EN AGAR MOU 
La croissance en indépendance d'ancrage a été étudiée en évaluant la 
croissance des cellules cancéreuses colorectales Caco-2/15 et HCT-116 exprimant ou 
non un shARN spécifique dirigé contre E2F4 dans des plaques 6 puits Le fond des 
puits est au préalable recouvert d'une mince couche d'une solution 1 1 de 1 4% agar 
de type VII et de DMEM 2X qu'on laisse solidifier Le 2X signifie que tous les 
additifs normaux sont doublés par rapport a la concentration normalement utilisée 
Les Caco-2/15 sont ensemencées au nombre de 15 000 cellules/puits alors que les 
HCT-116 le sont au nombre de 5000 cellules/puits Lors de l'ensemencement des 
cellules, le volume nécessaire pour prélever le nombre de cellules requis est calculé et 
le tout est fait dans un volume final de 2 ml par puits dans la solution 1 1 de 1 4% 
agar de type VII et de DMEM 2X Les plaques sont ensuite envoyées dans un 
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incubateur à 37°C et laissées au repos Au bout de quelques jours, des colonies 
finissent par se former dans cette matrice solide d'agar mou et de DMEM À tous les 
deux jours, on ajoute 2 ml de milieu sur les puits pour rafraîchir le milieu en 
nutriments et en électrolytes Au bout d'une semaine pour les HCT-116 et au bout de 
3 semaines pour les Caco-2/15, les colonies sont visibles La détection des colonies 
se fait en colorant les cellules avec une solution de MTT (0 5 mg/ml) pendant 3 
heures à 37°C L'activité mitochondnale des cellules vivantes entraîne une réduction 
chimique du MTT qui se traduit par l'apparition d'une couleur bleue Les plaques 
sont photographiées et les images obtenues sont analysées avec le logiciel ImageJ 
1 38 (National Institute of Health, Bethesda, MD, États-Unis) pour dénombrer les 
colonies 
2 6.1 COLORATION À LA BETA-GALACTOSIDASE POUR LA 
DÉTECTION DE LA SÉNESCENCE 
Une caractéristique classique de la sénescence est la détection d'une activité 
P-galactosidase à pH 6 0 (DEV1RI et al, 1995) Dans un premier temps, les cellules 
cultivées dans des pétris de 60 mm, sont rincées deux fois au PBS IX Par la suite, 
les cellules sont fixées avec du formaldéhyde 3 7%/PBS IX pendant 5 minutes 
Finalement, les cellules sont mises en présence de la solution de coloration à pH 6 0 
qui est constituée de 1 mg/ml de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside) (Promega) dissout dans du diméthylformamide, 40 mM acide 
citrique, 80 mM sodium phosphate dibasique, 5 mM de ferrocyanure de potassium, 5 
mM de femcyanure de potassium, 150 mM NaCl et 2 mM MgCb Les cellules sont 
incubées pendant 12 à 16 heures dans cette solution dans un incubateur à 37°C sans 
CO2 La présence du gaz carbonique doit être évitée car elle acidifie la solution et 
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mène à un marquage de moins en moins spécifique Une fois les plaques colorées, les 
cellules positives pour l'activité P-galactosidase sont dénombrées dans chaque champ 
avec un microscope inversé Leica DM IRBE (Leica Microsystems, Richmond Hill, 
ON, Canada) équipé d'une caméra Micromax-5MHz-1300Y (Princeton Instruments 
Inc , Trenton, NJ, États-Unis) Le pourcentage de cellules positives pour l'activité de 
la P-galactosidase sur le nombre total de cellules présentes est ensuite calculé 
2.7 VIDÉO-MICROSCOPIE EN TEMPS RÉEL 
L'expression des différentes constructions adénovirales a été suivie en temps 
réel dans des cellules vivantes en détectant l'expression de la GFP avec un 
microscope inversé Axiovert 200M (Cari Zeiss Canada Ltd, Toronto, ON, Canada), 
équipé d'un incubateur XL-105 pour maintenir les cellules a 37°C dans un 
environnement contenant 5% C02/95% O2 Les cellules sont suivies dans le temps 
sous un grossissement de 20X Les images sont captées avec une caméra Axiocam 
HS (Cari Zeiss Canada Ltd) Les images sont ensuite traitées avec le logiciel 
Axovision 3 1 (Cari Zeiss Canada Ltd) 
2.7.1 MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE 
Premièrement, les cellules sont rincées au PBS IX et fixées pour une durée de 
15 minutes avec un mélange 1 1 de DMEM et une solution de glutaraldéhyde 2 8% 
dans un tampon de cacodylate (0 1 M cacodylate et 7 5% sucrose) Après deux 
rinçages au PBS IX, les cellules sont fixées pour une durée de 1 heure dans 2% de 
tétraoxyde de sodium dans le tampon de cacodylate Les cellules sont ensuite 
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déshydratées dans des solutions avec des concentrations croissantes d'éthanol Par la 
suite, les cellules sont recouvertes d'une résine d'Araldite 502 (Cedarlane, Hornby, 
ON, Canada) Le tout est laissé au repos pour une durée de 48 heures à 60°C Des 
sections sont ensuite réalisées avec un ultra-microtome LKB 8800 Ultratome III 
(Bromma, Stockholm, Suède) Le contraste est réalisé en exposant les coupes à des 
solutions d'uranyl d'acétate et de citrate de plomb Les cellules sont ensuite observées 
dans un microscope électronique à transmission JEOL 100CX (JEOL, Montréal, QC, 
Canada) 
2.7.2 IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE SUR LES LIGNÉES 
CELLULAIRES 
Les différentes lignées cellulaires sont ensemencées sur des Lab-Tek (VWR 
International, Mississauga, ON, Canada) Le milieu est retiré et les cellules sont 
ensuite lavées 3 fois avec du PBS IX froid Les cellules sont fixées dans du 
formaldéhyde 3%/PBS pour une durée de 20 minutes Le milieu de fixation est 
ensuite rincé avec du PBS IX et les cellules sont perméabihsées avec du Triton X-
100 0 1% dans du PBS IX pour une durée de 10 minutes Un blocage est ensuite 
effectué avec une solution BSA 2%/PBS pour une durée de 15 minutes Le marquage 
avec l'anticorps primaire, à la concentration appropriée, est effectué pendant 1 heure 
L'excès d'anticorps primaire est rincé avec le PBS puis l'anticorps secondaire 
conjugué soit au FITC (1/400) ou à la rhodamine (1/400) est appliqué pour une 
période de 30 minutes Le surplus d'anticorps secondaire est encore rincé au PBS 
puis les cellules sont montées dans une solution 10% paraphénylènediamine/PBS 
Dans chaque expérience, des contrôles négatifs sont effectués soit en omettant 
l'anticorps primaire ou l'anticorps secondaire Les images sont acquises sur un 
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microscope à fluorescence Leica DMRXA (Leica Microsystems) équipé d'une caméra 
CCD (Micrornax-5MHz-1300Y, Princeton Instruments Inc , Trenton, NJ, États-Unis) 
Les images sont traitées avec le logiciel Metamorph Imaging System version 6 1 
(Universal Imaging Corporation, West Chester, PA, États-Unis) 
2.7.3 MARQUAGE À L'ANNEXINE V 
La détection de l'annexine V sur la membrane extracellulaire a été réalisée 
avec l'aide d'un ensemble Vybrant Apoptosis Assay #6® (Molecular Probes, Eugène, 
OR, États-Unis) L'annexine «V est conjugué à la biotine-X qui est reconnue par la 
streptavidine couplé à un fluorochrome qui émet à 350 nm De plus, une solution 
prête à l'usage d'iodure de propidium est fournie pour déterminer si les cellules sont 
vivantes ou en apoptose L'iodure de propidium (PI) ne peut traverser la membrane 
des cellules vivantes alors que lorsqu'elles sont en nécrose ou en apoptose avancée, la 
perméabilisation des membranes associée à cet état permet l'entrée du PI et le 
marquage de l'ADN Les cellules sont cultivées dans des Lab-Tek (VWR 
International, Mississauga, ON, Canada) Le milieu de culture est retiré et les 
cellules, infectées au préalable avec les adénovirus, sont incubées avec l'anticorps 
primaire dirigé contre l'annexine V (1 mg/ml dans du PB S IX avec 1 5% FBS) pour 
une durée de 1 heure Les cellules sont rincées au PBS IX puis incubées avec 
l'anticorps secondaire streptavidine couplé au fluorochrome Alexa 350 Les cellules 
sont ensuite recouvertes de milieu de montage et examinées au microscope avec les 
filtres appropriés 
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2 7 4 MARQUAGE DES MITOCHONDRIES AVEC LE MITOTRACKER 
CMXROS® 
Les cellules HIEC sont infectées avec les adénovirus encodant soit GFP-
E2F4-WT ou GFP-E2F4-NLS puis laissées en culture pour une durée de 48 heures 
Le milieu est retiré et remplacé par du PBS IX à 37°C contenant 100 nM de 
MitoTracker red CMXRos® (Molecular Probes, Eugène, OR, États-Unis) pour 30 
minutes La solution de marquage est retirée puis remplacée par le milieu de culture 
normal et le marquage spécifique aux mitochondries est observé avec un microscope 
a fluorescence Leica DMRXA avec un filtre approprié Le MitoTracker CMXRos® 
diffuse passivement à travers les membranes cellulaires et s'accumule dans les 
mitochondnes actives La sonde émet une fluorescence seulement lorsqu'elle est 
oxydée dans les mitochondries fonctionnelles 
2.7.5 IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE SUR LES TISSUS 
INTESTINAUX PROVENANT DE FOETUS 
Les tissus provenant de 10 foetus âgés entre 18 et 20 semaines (l'âge post-
fertihsation est estimé selon la méthode de Streeter) (STREETER, 1920) Les foetus 
sont obtenus à partir d'interruptions volontaires de grossesses sous supervision 
médicale Aucun tissu ne provient de cas où des anormahtés foetales sont connues ou 
lorsqu'il y a mort du foetus Le protocole a été approuvé par le comité d'éthique de 
l'expérimentation chez l'humain de l'Université de Sherbrooke Les segments 
d'intestin grêle sont rincés dans 0,15M NaCl, découpés en petits fragments et inclus 
dans l'OCT {Optimum Cutting Température) (Canemco Supplies, Saint-Laurent, QC, 
Canada) pour être ensuite congelés dans l'azote liquide Des sections congelées de 2-
3 um d'épaisseur sont coupés avec un microtome Leica CM3050 (Leica 
100 
Microsystems) et déposées sur des lames de verre silanisées Elles sèchent 1 heure a 
la température de la pièce avant d'être envoyées à -80°C pour être conservées jusqu'à 
leur utilisation Par la suite, les tissus sont fixés dans le paraformaldéhyde 3%/PBS et 
le même protocole utilisé pour l'immunorluorescence indirecte avec les cellules est 
appliqué 
2.7.6 IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE SUR LES TUMEURS 
HUMAINES 
Des échantillons paires de tumeurs colorectales et le tissu normal avoisinant la 
tumeur (prélevés à au moins 10 cm de la tumeur) ont été obtenus de 31 patients qui 
subissaient la résection chirurgicale de leurs tumeurs colorectales II est important de 
mentionner que les patients n'ont pas suivi de thérapie avec un neo-adjuvant avant 
l'opération Le consentement écrit des patients a été obtenu selon le protocole 
d'éthique de l'expérimentation chez l'humain du Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke Les tissus récoltés sont congelés dans l'azote liquide moins de 15 
minutes après la résection pour éviter la dégradation comme le recommande le 
Réseau Canadien de Banque de Tumeurs (http //www ctrnet ca) Les tissus sont 
inclus dans l'OCT et les immunofluorescences réalisées comme pour le tissu foetal 
2 8 IMMUNOBUVARDAGES 
L'analyse de l'expression des protéines dans les différentes lignées cellulaires 
utilisées au cours de mon projet de doctorat s'est souvent faite par immunobuvardage 
Les cellules sont rincées 3 fois au PBS IX froid puis les cellules sont lysées dans un 
tampon Laemmli composé de 62 5 mM Tns-HCl pH 6 8, 2 3% SDS, 10% glycérol, 
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5% P-mercaptoéthanol, 0,005% de bleu de bromophénol et 1 mM de fluorure de 
phénylméthylsulfonyle (PMSF) (DESCHÊNES et al, 2004) Pour les échantillons de 
tumeurs colorectales, les tissus normaux et cancéreux sont lysés dans un tampon 
Triton (100 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8 0, 50 mM Tns-HCl pH 7,5, 1% Triton X-
100, 5% glycérol, 1 mM PMSF, 0,2 mM orthovanadate, 40 mM P-glycérophosphate, 
50 mM NaF et 2% d'un cocktail d'inhibiteur de proteases (P8340, Sigma-Aldnch) 
Pour les échantillons lysés dans le tampon Triton, le dosage des protéines s'est fait par 
un dosage à l'acide bicinchoninique (BCA, PIERCE, Rockford, IL, États-Unis) En 
ce qui a trait aux échantillons lysés dans le Laemmh, les échantillons protéiques sont 
soniqués 10 secondes et chauffés 5 minutes à 95°C avant d'être dosés Les 
concentrations des protéines sont mesurées en utilisant une technique modifiée de 
Lowry avec l'albumine sérique bovine (BSA) comme standard (PETERSON, 1977) 
Par la suite, les protéines sont séparées sur des gels SDS-PAGE 10% et transférées 
sur des membranes de nitrocellulose (Amersham, Baie d'Urfe, QC, Canada) ou de 
PVDF (Perkin Elmer, Montréal, QC, Canada) La qualité du transfert est vérifiée par 
une coloration au rouge de Ponceau S Par la suite, les membranes sont incubées 
pour 1 heure dans une solution de blocage composée de 5% de lait écrémé/0,05% 
Tween-20 (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) dans du PBS IX Les membranes 
sont ensuite exposées à l'anticorps primaire pour la détection de la protéine d'intérêt 
L'anticorps primaire est dilué dans la solution composé de 5% de lait écrémé/0 05% 
Tween-20, le tout dans du PBS IX Chaque anticorps primaire est optimisé au niveau 
de sa dilution d'utilisation et pour le temps d'incubation avec la membrane 
Habituellement, l'incubation avec l'anticorps primaire se fait durant toute la nuit à 
4°C Le lendemain, les membranes sont rincées trois fois pendant 15 minutes avec du 
PBS lX/Tween 0,05% puis incubées avec l'anticorps secondaire (lapin ou souris) 
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couplé à la peroxydase à une dilution de 1/1000 pendant une heure à la température 
de la pièce dans la solution 5% de lait écrémé/0 05% Tween-20 Finalement, les 
membranes sont encore rincées 3 fois 15 minutes avec le PBS/Tween 0,05% Les 
protéines d'intérêt sont ensuite visualisées avec le système de chimioluminescence 
ECL (Amersham, Baie d'Urfé, QC, Canada) 
Finalement, dans certaines circonstances, l'intensité relative des bandes a été 
mesurée par densitométrie en utilisant le logiciel ImageJl 38 (National Institute of 
Health, Bethesda, MD, États-Unis) Pour les expériences de densitometne impliquant 
les niveaux d'expression de E2F4 et de la cychne A dans les tumeurs humaines, les 
valeurs sont normalisées par rapport à l'intensité de la coloration de l'échantillon au 
Rouge Ponceau S et par rapport à l'intensité du signal obtenu pour ces protéines avec 
un lysat de HIEC, les cellules épithéhales intestinales normales non immortalisées 
Cette normalisation génère une valeur arbitraire sans dimension qui nous a permis de 
comparer les valeurs obtenues entre les tissus normaux avoismant la tumeur et les 
tumeurs colorectales de la banque de tissus 
2.8.1 ENRICHISSEMENT DES FRACTIONS CYTOPLASMIQUES ET 
NUCLÉAIRES 
Les cellules sont lavées 2 fois au PBS IX froid et resuspendues dans 1 ml du 
tampon A (20 mM HEPES pH 7 9, 10 mM KCl, 0 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 5 mM 
MgCb et un cocktail d'inhibiteur de protéases (Roche, Laval, QC, Canada) Le tout 
est incubé sur glace pendant 30 minutes Par la suite, du NP-40 10% (Roche) est 
ajouté pour avoir une concentration finale de 0,25% et le lysat cellulaire est retourné 
dans la glace pour un 5 minutes additionnel Le lysat est ensuite centrifugé 30 
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secondes à 12 000g et le surnageant, la fraction cytoplasmique, est transférée dans un 
nouveau tube Le culot, composé de la fraction nucléaire, est lavé avec le tampon A 
en omettant le NP-40 cette fois-ci Le mélange est à nouveau centrifugé 12 000g 
pour une durée de 5 minutes et cette fois-ci le culot est resuspendu dans 200 ni de 
tampon B (20 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 0 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1,5 mM 
MgCl2, 0,5M NaCl, 25% glycérol et le cocktail d'inhibiteurs de protéase de Roche) 
Les lysats de la fraction nucléaire sont incubés sur glace pour 30 minutes et 
centrifugés pour une dernière fois à 12 000g pour 10 minutes Les protéines 
nucléaires précipitées sont ensuite resuspendues dans le tampon B et conservées à -
80°C 
2.8.2 DOSAGE DE L'ACTIVITÉ DES CASPASES 
L'activité des caspases 3, 8 et 9 est mesurée en dosant par spectrofluorométne 
le clivage d'un substrat spécifique pour chacune des caspases testées Les cellules 
adhérentes et flottantes sont récoltées puis lysées dans le tampon suivant 50 mM 
Tns-HCl pH 7,5, 15 mM NaCl, 20 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 0 1 mM PMSF, 1 
(xg/ml de leupeptine, 1 uM de pepstatine A, 1% Triton X-100 (Roche, Laval, QC, 
Canada) Les lysats sont centrifugés 5 minutes 12 000g pour éliminer les membranes 
et le matériel insoluble Les protéines sont dosées et 30 ug sont incubées en présence 
de 20 uM du substrat fluorogénique spécifique à chaque caspase pour une durée de 2 
heures à 37°C Pour doser l'activité de la caspase 3, nous avons utilisé le substrat II 
de la caspase 3 (Ac-DEVD-AMC) (Calbiochem, San Diego, CA, États-Unis) Pour 
ce qui est des substrats pour les caspases 8 et 9, nous avons utilisé respectivement le 
substrat fluorogénique 1 de la caspase 9 (Ac-LEHD-AFC) (Calbiochem) et 
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l'inhibiteur 1 de la caspase 8 (Z-IETD-AFC) (Calbiochem) Dans tous les cas, les 
caspases clivent la liaison entre le dernier acide aminé du tétrapeptide et le 
fluorophore soit AFC (7-amino-4-trifluorométhylcoumann) ou AMC (7-amino-4-
méthylcoumann) qui sont libérés dans le tampon La relâche de fluorophore est 
quantifiée à l'aide d'un spectrofluoromètre Hitachi F-2500 (Hitachi, San Francisco, 
CA, États-Unis) en excitant les molécules fluorescentes à 380 nm dans le cas la 
caspase 3 et à 400 nm pour les caspases 8 et 9 La collecte des données se fait à 460 
nm, là où le pic d'émission est le plus intense pour la caspase 3 et à près de 505 nm 
pour les deux autres caspases 
2.8.3 ESSAIS LUCIFÉRASE 
Les cellules sont transfectées en suivant le protocole usuel de la 
Lipofectamine 2000® qu'on a pu voir auparavant Dans des plaques 6 puits, les 
cellules sont transfectées avec 0 1 |xg d'un gène rapporteur cychne A-luciférase 
(gracieusement fourni par le Dr JM Blanchard, Institut de Génétique Moléculaire, 
Montpellier, France) et 0 1 ug du vecteur d'expression pcDNAnéo3 contenant soit 
E2F4 ou pi30 (gracieusement donné par le Dr C Sardet, Institut de Génétique 
Moléculaire, Montpellier, France) ou le vecteur vide Le vecteur pRL-SV40 
encodant la luciférase de Rénilla reniformis (Promega, Madison, WI, États-Unis) 
permet de normaliser les valeurs obtenues en fonction des efficacités de transfection 
Pour l'essai luciférase, les cellules sont rincées une fois au PBS IX puis lysées avec 
300 ul de tampon de lyse à pH 7 8 contenant 25 mM glycine-glycine, 15 mM 
MgSC-4, 4 mM EGTA, 1% Triton X-100 et 2 mM DTT On prélève 270 ul du lysat 
cellulaire que l'on mélange à 120 ul de la solution d'essai à pH 7 6 composée de 25 
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mM glycine-glycine, 15 mM MgS04, 4 mM EGTA, 15 mM KH2P04, 6 mM ATP et 3 
mM DTT La réaction de luminescence est initiée en ajoutant 100 ul de tampon 
luciférine constituée de 25 mM glycine-glycine, 15 mM MgSÛ4, 4 mM EGTA et 1 
mM de d-luciférine L'activité luciférase est mesurée pendant 20 secondes avec un 
luminomètre Mini Lumat LB9506 (EG&G Berthold, Oak Ridge, TN, États-Unis) 
L'activité luciférine de Rénûla est mesurée par la suite en ajoutant 100 ul de la 
solution Stop & glo® de Promega 
2 9 CYTOMÉTRIE DE FLUX 
La progression des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a ete 
suivie par la technique de cytométrie de flux Les cellules flottantes et les cellules 
adhérentes sont récoltées puis centrifugées 5 minutes à 2000g à 4°C Le culot de 
cellules est doucement resuspendu dans 300 ul de TBS IX (Tris-Borate Saline) froid 
On ajoute ensuite 1 ml éthanol 95% glacé pour permettre la fixation des cellules et la 
suspension cellulaire est envoyée à -20°C pour la nuit Le lendemain, on additionne 
300 ul de TBS froid pour réhydrater progressivement les cellules Les cellules sont 
centrifugées 5 minutes à 2000g et le culot est resuspendu dans 1 ml de TST (TBS 
contenant 4% de FBS et 0,2% de Triton X-100) Le tout est envoyé à 4°C pour 12 
heures minimum Les cellules sont ensuite centrifugées et le culot est resuspendu 
dans 100 ul de TBS contenant 100 ug/ml de RNAse A (Amersham) Les cellules 
sont maintenues dans cette solution pour 30 minutes et par la suite, on ajoute 100 ul 
d'iodure de propidium 5 ug/ml pendant 3 heures à 4°C Les cellules sont par la suite 
analysées sur un cytomètre de flux Becton Dickinson FACScan (BD Biosciences, 
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Mississauga, ON, Canada) Les données sont analysées avec le logiciel Modfit LT 
(Verity Software House, Topsham, ME, États-Unis) 
2.9.1 INCORPORATION DE LA THYMIDINE TRITIÉE 
Les cellules HEEC sont privées en sérum pour une période de 48 heures dans 
du DMEM sans sérum pour les rendre quiescentes Par la suite, les cellules sont 
stimulées avec du milieu Opti-MEM contenant 5% de sérum pour différentes 
périodes de temps Une heure avant la fin du temps d'incubation désiré, 0 25 uO/ml 
de [3-méthyl-3H] thymidine et 1 5 uM final de thymidine froide sont ajoutées dans le 
milieu de culture Les cellules sont ensuite rincées deux fois avec une solution 
d'acide trichloroacétique (TCA) 5% Au deuxième rinçage, les plaques de 6 puits 
sont envoyées 30 minutes à 4°C avec 500 ul de TCA 5% Les plaques sont ensuite 
lavées abondamment à l'eau courante Par la suite, 500 ni de NaOH 0 IN sont 
ajoutés à chaque puits et incubés pour 15 minutes à la température de la pièce 
Finalement, le contenu des puits est transféré dans des vials à scintillation auquel on 
additionne 5 ml de liquide à scintillation On laisse le tout reposer pour une nuit et le 
lendemain, la radioactivité incorporée est mesurée avec un compteur WALLAC 1409 
DSA (Perkin-Elmer) 
2.10 EXTRACTION DE L'ARN 
L'ARN total est isolé en utilisant le RNEasy Plus Mini Kit (Qiagen, 
Mississauga, ON, Canada) Brièvement, les cellules sont récoltées et lysées dans le 
tampon RLT (guanidine-isothiocyanate) auquel 0 1% de P-mercaptoéthanol est 
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ajouté L'ADN génomique est élimine en passant le lysat sur une colonne gDNA 
Ehminator fourni dans le kit L'éluat contenant TARN total est ensuite appliqué sur 
une colonne RNEasy où TARN est retenu Différents tampons de lavage et des cycles 
de centrifugation sont ensuite appliqués sur la colonne pour éliminer les 
contaminants L'ARN hautement purifié est finalement élue dans 30 ul d'eau stérile et 
conservé à -80°C pour son utilisation ultérieure 
2.10.1 RT-PCR CONVENTIONNELS 
Dans un premier temps, la solution contenant TARN (30 ul) est chauffé 3 
minutes à 70°C Par la suite, ce volume d'ARN est traité avec 1 ul de DNase 1 
(Roche, Laval, QC, Canada) et 3 ul de tampon DNase (1M Tns-HCl pH 7 5, 1M 
MgCl2, 1M CaCl2, 0 005% BSA) L'ARN est incubé 30 minutes à 37°C puis 
l'activité enzymatique de la DNase est arrêtée en ajoutant 5 mM d'EDTA pH 8 0 
(concentration finale) Finalement, le mélange est porté à 75°C pour 10 minutes pour 
s'assurer que toute la DNase I est bel et bien inactivée L'ARN est ensuite dosée et 5 
ug d'ARN sont utilisés pour les RT-PCR La réaction de transcription inverse est 
faite dans un volume total de 20 ul Pour une réaction, TARN est incubé en présence 
de 2 4 ul d'ohgo dT (Invitrogen), 1 5 ul de AMV Reverse Transcnptase (Roche 
Diagnostics), 0 6 ul de RNA Inhibitor (Roche Diagnostics), 0 8 ul de DNTP 25 mM 
(Amersham) et le volume est complété avec de l'eau Le mélange est incubé 1 heure 
à 42°C puis conservé à 4°C Les PCR conventionnels réalisés dans cette étude ont été 
faits avec 4 ni de la réaction de transcription inverse Les amorces 3'et 5' des gènes 
d'intérêt (Tableau 3) utilisées à une concentration de 100 nM (1 ul pour chaque 


































TABLEAU 4 . LISTE DES AMORCES OLIGONUCLÉOTIDIQUES 
UTILISÉES POUR RÉALISER LES PCR CONVENTIONNELS 
Les séquences nucléotidiques utilisées pour détecter l'expression des différents gènes 
analysés par PCR conventionnelle ont été déterminées en utilisant le logiciel Pnmer3 
version 0 4 0 Les amplicons générés ne dépassent pas 300 paires de bases de 
longueur 
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DMSO, 81 5 ul d'eau et 0 5 ul de Taq DNA polymérase (Qiagen) La fi-actine ou 
RPLPO sont utilisés comme contrôle Les paramètres pour l'amplification de l'ADN 
sont dénaturation à 94°C pour 45 secondes, hybridation 45 secondes à 50°C et 
élongation pendant 1 minute à 72°C pour 20 à 25 cycles dépendamment du gène 
d'intérêt Les fragments générés par PCR sont ensuite visualisés sur un gel d'agarose 
1% contenant 0 002% de bromure d'éthidium Les images sont ensuite prises avec 
une station Alphalmager (Alpha Innotech Corporation, Mississauga, ON, Canada) 
Un marqueur de poids moléculaire 1 kb (Invitrogen) est utilisé comme référence pour 
les poids moléculaire 
2 10.2 PCR QUANTITATIF EN TEMPS REEL 
Cette technique extrêmement précise et sensible a été utilisée pour mesurer les 
niveaux d'expression de différents gènes Nous avons utilise 2 ug d'ARN au départ 
que nous avons transcrit en ADNc selon le même protocole utilisé pour les RT-PCR 
conventionnels La réaction d'amplification de l'ADN se fait dans un volume de 20 
|xl total L'ADNc est mélangé avec 10 ul du mélange réactionnel de Bnlliant SYBR 
Green Q-PCR Master Mix® (Stratagene, Cedar Creek, TX, États-Unis) et 0 4 ul des 
amorces oligonucléotidiques sens et antisens à une concentration de 10 nM Le 
volume est complété avec de l'eau Nous avons utilisé un appareil MX3000P Real 
Time System (Stratagene) pour mener nos expériences La synthèse de l'ADN 
double brin est suivie avec le logiciel MxPro QPCR Software version 4 01 
(Stratagene) Tous les échantillons sont faits en tnphcata au minimum L'expression 
des gènes d'intérêt est normalisée par rapport à l'expression de la TBP (TATA-






































































TABLEAU 5 : LISTE DES AMORCES OLIGONUCLÉOTIDIQUES 
UTILISÉES POUR LES PCR QUANTITATIFS EN TEMPS RÉEL 
Les séquences nucleotidiques utilisées pour détecter l'expression des différents gènes 
analysés par PCR conventionnelle ont été déterminées en utilisant le logiciel Pnmer3 
version 0 4 0 Les amphcons générés ne dépassent pas 200 paires de bases de 
longueur La combinaison d'amorce ne génère qu'un seul produit de PCR dans les 
conditions utilisées L'abréviation OAS signifie 2,5-ohgoAdénylate Synthétase alors 
que TK est la forme abrégée de thymidine kmase et TBP veut dire TATA Binding 
Protein 
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dilutions en série d'un échantillon cahbrateur pour lequel les valeurs de Ct sont mises 
en ordonnée et le log de la concentration relative de chacune des dilutions du 
cahbrateur en abscisse Le Ct correspond au nombre de cycles nécessaires pour que 
la valeur de la fluorescence mesurée pour une concentration d'ADN donnée dépasse 
le seuil d'intensité de fluorescence qui correspond au bruit de fond Cette valeur 
correspond au début de l'amplification exponentielle de l'ADN Cette courbe 
standard sert à faire la correction pour les efficacités d'amplification qui varient entre 
le gène d'intérêt et le gène de référence Le programme utilisé comprend 10 minutes 
de denaturation à 95°C, puis 45 cycles de dénaturation à 95°C, 30 secondes 
d'hybridation à 55°C et amplification à 72°C pendant 45 secondes Pour vérifier 
qu'un seul amplicon est produit, une analyse du point de fusion est faite après le 
dernier cycle en refroidissant les échantillons à 55°C et en augmentant la température 
à 95 °C avec des incréments de 0 2°C À chaque augmentation de température, une 
mesure de la fluorescence est faite pour déterminer la courbe de fusion de l'amphcon 
Les amorces sont retenues si un seul pic est visible La liste des amorces utilisées en 
PCR quantitatif en temps réel est présentée dans le tableau 4 
2.11 LES MICROPUCES D'ADN 
Les micropuces d'ADN ont été faites selon le protocole utilisé par 
Tremblay et al, 2006 Brièvement, l'ARN est extrait avec du TRIzol (Invitrogen) À 
partir de 100 ng d'ARN total, 2 à 4 ug d'ARN poly(A) sont purifiés à partir d'une 
colonne de résine Ohgotex (Qiagen) 1 ug d'ARN poly(A)+ est ensuite transcrit dans 
un volume de 40 ul à 42°C pendant 3 heures La matrice d'ARN est ensuite 
hydrolysée avec 10 ul de NaOH IM et chauffée 10 minutes à 65° L'ADN est purifié 
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sur une colonne QIAquick (Qiagen) L'ADN est ensuite lyophilisé et resuspendu 
dans 8 ul de carbonate de sodium 0 1M pH 9 0 Les micropuces d'ADN utilisés 
proviennent du Microarray Center du Umversity Health Network of Toronto 
(Toronto, ON, Canada) Les HIEC infectées avec la GFP seule et les HIEC 
exprimant GFP-E2F4-NLS pour une période de 24 heures sont comparées Trois 
échantillons biologiques indépendants pour chacune des deux populations analysés 
sont utilisés pour les analyses statistiques Pour chaque échantillon biologique, les 
micropuces d'ADN SS-H19K6 et SS-H19K7 représentant 19 008 clones d'ADNc 
humains en configuration marquage unique couvrant le génome de façon générale et 
ont été utilisées pour les expériences Les hybridations sont faites avec des séquences 
de 100 à 150 paires de bases L'ADN des HIEC exprimant la GFP seule est marqué 
avec 4 5 ul de Cy3 (Amersham) alors que l'ADN des HIEC exprimant GFP-NLS-
E2F4 est marqué avec 4 5 ul de Cy5 (Amersham) Le marquage est arrêté au bout de 
1 heure en incorporant 35 ul d'acétate de sodium 0 1M pH 5 2 Les micropuces 
d'ADN sont pré-hybndées dans 0 1% BSA, 5X SSC (chlorure de sodium 0 15M, 
citrate de sodium 0 015M), 0 1% SDS pendant 45 minutes, lavées 2 fois à l'eau 
ultrapure et séchées à l'air libre Ensuite, les sondes d'ADNc fluorescentes 
lyophilisées sont resuspendues dans 24 ul de tampon d'hybridation (50% formamide, 
5X SSC, 0 1% SDS) Les hybridations sont faites à 42°C pendant 16 à 20 heures 
dans une chambre humide Les micropuces d'ADN sont ensuite analysées avec un 
scanner laser confocal à double couleur ScanArray Express (Perkm Elmer, Montréal, 
QC, Canada) Les données sont colligées pour la fluorescence émise pour le Cy3 et 
le Cy5 et sauvegardées en format TIFF 
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2.11 1 ANALYSE INFORMATIQUE DES DONNÉES DES MICROPUCES 
SS-H19K6 ET SS-H19K7 
Les signaux des sondes sont identifiés et le bruit de fond local est soustrait en 
utilisant le logiciel TIGR Spotfinder 2 2 (SAEED et al, 2003) Un filtre de contrôle 
de qualité est utilisé pour éliminer les aberrations sur les micropuces Deux critères 
sont appliqués pour éliminer un signal soit que la forme du signal n'est plus circulaire 
et un faible ratio entre le signal spécifique et le bruit de fond L'intensité de 
l'hybridation est normalisée en utilisant les procédures de centralisation itérative de la 
moyenne du log2 des ratio et la procédure de Lowess (lissage réglé à 33%) sur le 
logiciel TIGR MIDAS 4 0 (MicroArray Data Analysis System, SAEED et al, 2003) 
La significativité des résultats est déterminée par l'analyse de la vanance a un facteur 
et un test t de Student (PO 05) en utilisant le logiciel TMEV 3 0 
(http //www TIGR org) 
2.12 PRÉSENTATION DES RÉSULTATS ET ANALYSES STATISTIQUES 
Les résultats présentés dans cette thèse de doctorat sont représentatifs d'au 
moins trois expériences indépendantes La significativité des résultats a été analysée 
par des tests one-way ANOVA (analyse de la vanance à un facteur) et les tests post-
hoc, appropriés selon le cas Généralement, les résultats sont considérés significatifs 
à P<0 05 pour les différents tests statistiques utilisés À moins d'avis contraire, le test 




Les E2F jouent un rôle clé dans le contrôle de la transcription de gènes 
importants dans l'initiation et la progression dans le cycle cellulaire (DIMOVA & 
DYSON, 2005) Des travaux antérieurs dans le laboratoire ont montré que la 
localisation cellulaire de E2F4 est dépendante du cycle cellulaire dans les cellules 
épithéhales intestinales normales humaines HIEC Ainsi, E2F4 est retrouvé dans le 
noyau des cellules prohfératives alors que dans des cellules quiescentes ou 
différenciées, E2F4 se localise dans le cytoplasme (DESCHÊNES et al, 2004) La 
localisation cellulaire de E2F4 est une voie de régulation de son activité 
transcriptionnelle extrêmement importante Afin de déterminer si la localisation 
cellulaire de E2F4 est un déterminant majeur de la transition Gl/S dans les cellules 
épithéhales intestinales normales humaines, nous avons forcé et maintenu 
l'expression de E2F4 dans le noyau des cellules HIEC Nous avons donc vérifié si la 
présence à elle seule de E2F4 dans le compartiment nucléaire permet aux HIEC de 
progresser dans le cycle cellulaire 
Pour répondre à cette question, nous avons utilisé des adenovirus qui ont 
permis la surexpression de protéines de fusion entre la GFP et E2F4 de type sauvage 
ou E2F4 contenant une séquence de localisation nucléaire Un adenovirus encodant 
seulement pour la GFP sert de contrôle Dans un premier temps, nous avons validé 
les infections adénovirales en suivant le signal émis par la GFP par microscopie 
(Figure 12A) Pour toutes les constructions adénovirales utilisées, on remarque un 
signal fluorescent 16 heures après l'infection des cellules HIEC Le pourcentage 
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FIGURE 12 : VALIDATION DE L'EXPRESSION DE LA GFP, GFP-WT-E2F4 
AINSI QUE DE GFP-NLS-E2F4 ET IMPACT SUR LA MORPHOLOGIE DES 
CELLULES HIEC 
Les cellules HIEC sont infectées avec les différents adénovirus encodant soit la GFP 
seule, GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 A) Localisation de l'expression des 
différentes constructions dans des cellules HIEC par détection de la fluorescence de 
la GFP par microscopie sur une période de temps allant de 16 à 72 heures B) 
Morphologie des cellules HIEC infectées soit avec le GFP-WT-E2F4 ou le GFP-
NLS-E2F4 observée par microscopie par contraste de phase sur une période s'étalant 
de 24 à 72 heures C) Immunobuvardage fait avec un anticorps reconnaissant la GFP 
sur un gel SDS-PAGE 10% Des quantités égales de protéines sont chargées sur le 
gel comme en fait foi le niveau d'expression de l'actine N=3 pour toutes les 
expériences 
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Le signal est maintenu facilement sur une longue période de temps Dans le cas des 
HIEC GFP-E2F4-NLS, le signal peut être maintenu tant que des cellules vivantes 
sont présentes Dans certaines expériences dont il sera mention plus tard, un signal 
nucléaire pour E2F4 est retrouvé 6-7 jours après l'infection adénovirale Par ailleurs, 
les cellules HIEC GFP-E2F4-WT et GFP seulement peuvent même être passées et 
réensemencées dans de nouveaux pétris sans problèmes Pour les cellules infectées 
seulement avec la GFP, le signal est réparti entre le cytoplasme et le noyau Les 
cellules HIEC infectées avec le E2F4 de type sauvage expriment E2F4 dans le 
compartiment cytoplasmique Cependant, on note que plusieurs cellules ont un signal 
nucléaire L'ajout de la GFP à E2F4 n'entrave donc pas son transport dans le noyau 
De plus, l'ajout du NLS à E2F4 lui donne une localisation exclusivement nucléaire 
(GARNEAU et al, 2007) Un immunobuvardage réalise contre la GFP valide 
l'expression des différentes constructions dans les HIEC et montre que les niveaux 
d'expression atteints sont à peu près similaires avec les différentes constructions 
(Figure 12C) Nous avons également constaté que l'expression de GFP-NLS-E2F4 
dans les HIEC induit des changements morphologiques Après 24 heures d'infection 
avec le GFP-NLS-E2F4, on note que les cellules adoptent une morphologie beaucoup 
plus allongée alors que les cellules infectées avec la GFP ou E2F4 de type sauvage 
(GFP-WT-E2F4) conservent une morphologie typiquement épithéhale À partir de 
48 heures après l'infection adénovirale avec GFP-NLS-E2F4, on remarque qu'une 
bonne proportion de cellules flotte dans le milieu de culture alors qu'à 72 heures post-
înfection, la majorité des cellules n'adhère plus au fond du pétri En ce qui a trait aux 
cellules exprimant soit la GFP seule ou GFP-WT-E2F4, on n'observe pas du tout ce 
phénomène (Figure 12B) Les cellules HIEC GFP et GFP-E2F4-WT montrent une 
accumulation croissante du transgène et elles le supportent sans problème On a 
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ensuite déterminé si l'expression de GFP-NLS-E2F4 dans les cellules HIEC affecte la 
prolifération cellulaire Des décomptes cellulaires sont réalisés sur des cellules HIEC 
ensemencées en nombre égal puis infectées avec les différents adénovirus qui 
encodent soit pour la GFP, soit GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 sur une période 
de 6 jours Dans un premier temps, on constate que les cellules exprimant seulement 
la GFP se comportent comme des cellules HIEC normales en arrêtant de proliférer 
lorsque la confluence cellulaire est atteinte (Figure 13A) Les HIEC infectées avec le 
GFP-WT-E2F4 prolifèrent un peu plus rapidement mais cette tendance n'est pas 
statistiquement significative Les cellules HIEC infectées avec le GFP-NLS-E2F4 
montrent une diminution importante du nombre de cellules après 48 heures Dès 3 
jours après l'infection avec le GFP-NLS-E2F4, il reste très peu de cellules adhérentes 
dans le fond du pétri (Figure 12B) Afin de vérifier si la diminution de la 
prolifération est due à une augmentation de la mort cellulaire, des expériences de 
viabilité cellulaire par exclusion du bleu de trypan ont ete faites Les cellules 
vivantes expulsent le colorant alors que les cellules mortes l'accumulent et 
deviennent bleues Les cellules HIEC sont infectées avec soit la GFP seule, GFP-
WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 et la proportion de cellules mortes est mesurée sur une 
période allant de 24 à 72 heures après l'infection (Figure 13B) Les niveaux de mort 
cellulaire mesurés pour les cellules HIEC infectées soit avec la GFP ou GFP-WT-
E2F4 demeurent faibles avec un niveau basai de mort cellulaire d'environs 5-10% qui 
est pratiquement maintenu tout au long de l'expérience Cependant, 48 heures après 
l'infection avec le GFP-NLS-E2F4, on remarque clairement une perte de viabilité 















24 h 48 h 72 h 
FIGURE 13 : L'EXPRESSION NUCLEAIRE CONSTITUTIVE DE E2F4 
INHIBE LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE ET INDUIT LA MORT 
CELLULAmE 
A) Des décomptes cellulaires ont été faits sur des cellules HIEC ensemencées en 
nombre égal puis dénombrées sur une période de 6 jours Chaque point est fait en 
tnplicatas (N=3) B) Les cellules HIEC ont été infectées avec les différentes 
constructions adénovirales et la viabilité cellulaire a été mesurée par un test 
d'exclusion au bleu de trypan à 24, 48 et 72 heures post-infection Chaque temps est 
fait en tnplicatas et N=12 
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Cette tendance est accentuée après 72 heures d'infection avec au-delà de 80% 
des cellules qui sont positives pour le marquage au bleu de trypan donc mortes II est 
a noter qu'une diminution de la quantité de GFP-E2F4-NLS est notée vers 72 heures 
dans les expériences d'immunobuvardage On note une légère diminution du 
transgène GFP-E2F4-NLS en raison de la mortalité cellulaire élevée et des 
rendements proteiques moindres associés aux cellules engagées dans un processus de 
mort cellulaire Malgré cette diminution d'expression, la mort cellulaire est très 
facilement observée Nous avons donc poursuivi notre étude en voulant caractériser 
le type de mort cellulaire qui affecte les cellules HIEC qui expriment de façon 
constitutive E2F4 dans le noyau 
3 1 CARACTÉRISATION DE LA MORT CELLULAIRE INDUITE PAR 
L'EXPRESSION CONSTITUTIVE NUCLÉAmE DE E2F4 
Un marqueur caractéristique de l'initiation de l'apoptose classique est 
l'exposition des résidus phosphatidylsénnes sur le feuillet externe de la membrane 
cellulaire De plus, nous avons aussi déterminé dans la même expérience si la 
nécrose est impliquée Nous avons donc incubé des cellules vivantes avec de 
Pannexine V recombinante couplée à un système d'amplification biotine-
streptavidine auquel une molécule fluorescente est greffée Pour déterminer la 
présence de nécrose, nous avons utilise l'iodure de propidium (PI), une molécule 
fluorescente quand elle complexe l'ADN et qui ne peut traverser la membrane 
cellulaire lorsque la cellule est vivante En fait, les cellules qui entament un 
processus apoptotique sont encore intègres au niveau membranaire et l'iodure de 
propidium ne pourra accéder à l'ADN Ainsi, les cellules nécrotiques seront positives 
pour Pannexine V et l'iodure de propidium en raison de la destruction des 
membranes Les cellules apoptotiques sont positives seulement pour le signal de 
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Pannexme V car la perméabilité des membranes n'est pas encore affectée de façon 
importante et l'iodure de propidium est maintenu à l'extérieur de la cellule Des 
cellules HIEC infectées avec la GFP sont négatives pour le signal imputable soit à 
l'annexine V ou à l'iodure de propidium 48 heures après l'infection (Figure 14A) 
L'intégrité des membranes n'est donc pas affectée chez ces cellules Pour le même 
délai de temps, les HIEC GFP-NLS-E2F4 exhibent clairement un signal à l'annexine 
V mais elles demeurent négatives pour le marquage nucléaire à l'iodure de propidium 
(Figure 14A) Ce résultat révèle que les cellules infectées avec le GFP-NLS-E2F4 
ont initie un programme apoptotique 
La technique de cytométrie de flux permet d'analyser la progression dans le 
cycle cellulaire en suivant la fluorescence émise par l'iodure de propidium qui 
s'incorpore dans l'ADN La fluorescence émise est directement proportionnelle à la 
quantité d'ADN contenue dans la cellule Différentes populations cellulaires peuvent 
alors être discriminées, soit les cellules en Gl (2N) et les cellules en G2/M qui ont 
une quantité double d'ADN (4N) Les cellules avec une valeur intermédiaire sont les 
cellules en phase S Lorsque des populations cellulaires sont apoptotiques, une 
nouvelle sous-population apparaît et celle-ci est qualifiée de sub-GO avec une quantité 
d'ADN inférieure à (2N) Les cellules HIEC sont donc infectées soit avec la GFP, 
GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 et récoltées à différents intervalles de temps pour 
être analysées par cytométrie de flux Les cellules infectées avec la GFP ou GFP-
WT-E2F4 présentent des distributions dans le cycle cellulaire semblables et typiques 
des cellules normales (Figure 14B) Par contre, le graphe des cellules HIEC infectées 
avec GFP-NLS-E2F4 dévoile l'apparition d'une population sub-GO avec 31% des 
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FIGURE 14 : L'EXPRESSION NUCLÉAIRE DE E2F4 DANS LES HIEC 
INDUIT L'APPARITION DE CARACTÉRISTIQUES BIOCHIMIQUES DE 
L'APOPTOSE 
A) Détermination de la présence de phosphatidylsénnes sur le feuillet externe de la 
membrane cellulaire par un marquage avec l'annexine V 48 heures après l'infection 
soit avec GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 N=3 et chaque temps a été fait en 
duplicatas B) Distribution dans le cycle cellulaire des cellules HIEC 72 heures après 
l'infection avec GFP-WT-E2r4 ou GFP-NLS-E2F4 par marquage de l'ADN à 
Piodure de propidium et quantification par cytométrie de flux Pour chaque temps, 
les mesures sont en faites en triphcatas (N=3) C) Détermination de l'activité 
mitochondnale par un marquage au MitoT racker™ dans les cellules HIEC infectées 
soit avec le GFP-WT-E2F4 ou le GFP-NLS-E2F4 pendant 48 heures N=3 et chaque 
temps a été fait en duplicatas 
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de cytométrie de flux révèle que les cellules infectées avec le GFP-NLS-E2F4 
arborent des signes de dégradation de l'ADN, une caractéristique majeure de 
l'apoptose Un autre paramètre associé a l'apoptose, l'intégrité de la membrane 
mitochondriale, a été examiné Étant donné le rôle clé de la mitochondne comme 
régulateur de l'activité des homologues Bcl-2 et de l'activation des caspases, nous 
avons vérifié si les mitochondries sont encore fonctionnelles en évaluant le potentiel 
membranaire mitochondrial Les cellules apoptotiques n'arrivent plus à maintenir le 
potentiel membranaire mitochondrial en raison de la perméabilité accrue causée par la 
formation dés pores par les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques (ADAMS & CORY, 
2002) Nous avons donc incubé les cellules vivantes avec une sonde chimique 
(MitoTracker™) qui est séquestrée dans la mitochondrie lorsqu'elle est oxydée par 
l'action de la phosphorylation oxydative Sous sa forme oxydée, cette sonde émet 
une fluorescence observable en microscopie Nous observons dans des cellules HIEC 
infectées avec GFP-WT-E2F4 pour une période de 48 heures un fort signal 
cytoplasmique associé à une forte activité mitochondnale (Figure 14C) Dans les 
HIEC infectées avec GFP-NLS-E2F4 pour la même période de temps, on observe une 
réduction importante du signal associé au potentiel transmembranaire mitochondnal 
Cette observation suggère que les mitochondnes sont perméables en raison de la 
formation de pores dans la membrane mitochondriale et que des protéines pro-
apoptotiques comme le cytochrome c ou AIF seraient maintenant libérées 
L'apoptose classique se manifeste par des changements morphologiques que 
l'on remarque facilement dans les HIEC infectées avec GFP-NLS-E2F4 Des 
expériences de vidéo-microscopie en temps réel, nous ont permis de suivre les 
changements morphologiques associés au processus apoptotique dans les HIEC 
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infectées avec GFP-NLS-E2F4 Dans un premier temps, les cellules adoptent une 
morphologie fibroblastique Par la suite, on s'est aperçu que le volume 
cytoplasmique se réduisait considérablement De plus, les contacts cellule-cellule 
sont rompus progressivement Finalement, le blebbing membranaire (zéiose) est 
observé à la grandeur de la cellule (Figure 15A) Il est à noter qu'on ne détecte pas 
de cellules dont les membranes cellulaires sont déchirées Par ailleurs, les organelles 
comme les mitochondnes et le réticulum endoplasmique ne présentent pas de signes 
de gonflement ou d'altérations visibles étayant l'hypothèse que ce n'est pas de la 
nécrose qui est a l'œuvre (Figure 15B) Néanmoins, quelques points méritent d'être 
soulevés Ainsi, des expériences de détection de la fragmentation mternucléosomique 
sur gel d'agarose n'ont donné aucun résultat sur les HIEC qui expriment la 
construction GFP-NLS-E2F4 De plus, malgré une coloration évidente au bleu trypan 
de 80% des HIEC qui expriment GFP-E2F4-NLS 72 heures après l'infection, 
seulement 31% des cellules démontrent des bris de l'ADN détecté par cytometrie de 
flux Or, la fragmentation mternucléosomique est une caractéristique bien établie de 
l'apoptose classique (ADAMS & CORY, 2002) Par ailleurs, un autre marqueur 
caractéristique de l'apoptose, la condensation de la chromatine, observable par un 
marquage du noyau au DAPI, est très faible même à des temps très avancés après 
l'infection avec GFP-NLS-E2F4 (résultat non montré) De plus, la microscopie 
électronique confirme que la membrane nucléaire tout le long de ce processus 
demeure intègre (Figure 15B) Ces éléments suggèrent que dans le cas des HIEC 
GFP-E2F4-NLS, des programmes alternatifs de mort cellulaire sont en cours Par 
ailleurs, on dénote la condensation de la chromatine localisée à la membrane 
nucléaire qui corrèle avec des observations faites lorsque des programmes 
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FIGURE 15 : ÉVALUATION DES CHANGEMENTS MORPHOLOGIQUES 
DANS LES HIEC SUITE À L'EXPRESSION DE LA GFP SEULE, GFP-WT-
E2F4 ET GFP-NLS-E2F4 
Les HIEC sont infectées avec les différentes constructions adénovirales soit la 
GFP, GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 A) Par vidéo-microscopie en temps 
réel, la morphologie des cellules et la localisation des protéines recombmantes est 
suivie dans le temps jusqu'à la mort des HIEC infectées avec l'adénovirus 
encodant pour GFP-NLS-E2F4 après 72 heures post-infection Les têtes de 
flèches indiquent la présence de zéiose Les doubles flèches montrent 
l'acquisition de la morphologie fibroblastique Les flèches simples exposent la 
perte de contact cellules-cellules N=3 expériences indépendantes B) Les HIEC 
ont été infectées avec une des trois constructions adénovirales, cultivées pour une 
période de 36 heures puis fixées pour être ensuite préparées pour examen au 
microscope électronique Les flèches noires montrent la margination de la 
chromatine Images représentatives de 3 expériences indépendantes 
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apoptotiques non conventionnels comme celui impliquant la protéine AIF sont activés 
(CREGAN et al, 2004) Cette margmation de la chromatine ainsi que la faible 
condensation de la chromatine observée et le fait que la membrane nucléaire demeure 
intègre laisse suggérer que des programmes de mort cellulaire de type apoptotique 
selon la nomenclature de Leist et Jaattela (2001) sont à l'œuvre dans les cellules 
HIEC GFP-E2F4-NLS 
3.2 LA MORT CELLULAIRE INDUITE PAR E2F4 EST P53-
DÉPENDANTE 
La protéine p53 est un acteur important dans l'élaboration d'une réponse à des 
stimuh apoptotiques en étant impliquée dans plusieurs voies de signalisation qui 
régulent le déroulement de la mort cellulaire (LAVIN & GUEVEN, 2006) Nous 
avons donc mesuré les niveaux d'expression de la protéine p53 dans les cellules 
HIEC infectées soit avec Padénovirus encodant pour GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-
E2F4 On constate, 24 heures après l'infection avec GFP-NLS-E2F4, une induction 
marquée de l'expression de p53 par rapport aux HIEC contrôles infectées avec GFP-
WT-E2F4 (Figure 16A) L'induction de son expression est maintenue sur une 
période de temps allant au-delà de 72 heures Nous avons par la suite déterminé si 
des protéines clés pour la régulation de différentes voies de signalisation 
apoptotiques, connues pour être des cibles transcriptionnelles de p53, sont induites 
Ainsi, nous observons une induction de Bax, PUMA et de FAS (Figure 16A) On 
remarque une diminution marquée de l'expression de FAS et PUMA après 72 heures 
Étant donné que ce sont des protéines qui sont en amont de la signalisation 
apoptotique en étant responsable soit de la transduction du signal de mort cellulaire 
ou en étant impliqué dans la perméabilisation de la membrane mitochondnale, 
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FIGURE 16 : IMPLICATION DE LA SIGNALISATION ASSOCIEE A P53 
DANS LA RÉPONSE APOPTOTIQUE 
Les cellules HIEC sont infectées avec les adénovirus encodant soit GFP-WT-E2F4 et 
GFP-NLS-E2F4 Pour chaque période de temps, des lysats protéiques sont réalisés 
A) Immunobuvardage contre différentes protéines qui sont des cibles 
transcnptionnelles de p53 et qui sont associées à la régulation de différentes voies de 
signalisation associées à l'apoptose (N=3) B) Quantification de l'expression de 
PARNm de E2F1 réalisée par PCR quantitatif en temps réel en utilisant des HIEC 
infectées soit avec la GFP seule ou GFP-NLS-E2F4 Les extraits d'ARN sont faits à 
24, 48 et 72 heures post-infection Les niveaux relatifs d'expression de E2F1 sont 
normalisés par rapport au niveau d'expression de PARNm du gène de référence TBP 
(TATA-Bmding Protein) N=3 et chaque condition est faite en tnphcatas C) Niveau 
d'expression de la protéine pl4ARF mesuré par immunobuvardage soit avec les HIEC 
GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 sur une période de 48 et 72 heures (N=3) D) 
Niveau d'expression de p53 et de p53 phosphorylé sur la senne 15 dans les cellules 
HIEC infectées avec le GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 Les HIEC non infectées 
servent de contrôle des niveaux de base de p53 et les HIEC soumises à un 
rayonnement UVB de 20 J/m2 servent de contrôle positif pour la phosphorylation sur 
la senne 15 et l'induction de p53 Trois expériences indépendantes ont été réalisées 
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l'induction forte observée à 24 et 48 heures ne serait donc plus nécessaire On peut 
émettre l'hypothèse qu'à 72 heures, nous sommes dans les dernières phases de 
l'exécution de l'apoptose et que l'activité/expression de ces protéines n'est plus aussi 
indispensable pour le bon déroulement de l'apoptose L'induction de l'expression 
des cibles transcnptionnelles spécifiques de p53 prouve clairement que des voies de 
signalisation associées aux voies intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose sont 
activées L'induction de la protéine p53 et de ses cibles transcnptionnelles nous ont 
poussés à investiguer quelles sont les voies de signalisation qui permettent l'induction 
de p53 Par exemple, différentes protéines régulées par les E2F, comme pl4ARF, 
ATM et CHK contribuent à la stabilisation de p53 et à son activité transcriptionnelle 
subséquente Or, un des régulateurs transcnptionnels les mieux caractérisés de p53 
est la protéine E2F1 (POLAGER & GINSBERG, 2009) En fait, de nombreuses 
évidences dans la littérature décrivent que la surexpression de E2F1 dans différents 
modèles cellulaires induit l'apoptose et que celle-ci est p53-dépendante (QIN et al, 
1994 , KOWALIK et al, 1995) Nous avons mesure les niveaux d'expression de 
E2F1 pour voir si l'apoptose observée est associée à une expression accrue du 
messager de E2F1 (Figure 16B) Les niveaux d'ARNm des HIEC infectées avec la 
GFP seule pour une période de 24 heures servent de seuil de référence pour comparer 
les niveaux d'ARNm de E2F1 avec les HIEC GFP-NLS-E2F4 On constate que les 
niveaux d'ARNm de E2F1 demeurent stables et ne varient pas de façon significative 
lorsque les HIEC sont infectées pour une période de 48 et 72 heures avec les 
adénovirus encodant soit pour la GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 Ce résultat 
indique que E2F4 induit p53 et ce indépendamment de E2F1 
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La principale voie de régulation de la stabilisation de p53 est celle impliquant 
MDM2 et pl4ARF La protéine MDM2 est une ubiquitine hgase E3 qui maintient p53 
à des niveaux faibles dans les cellules non stressées (LAVIN & GUEVEN, 2006) 
MDM2 interagit physiquement avec p53 pour bloquer l'accès aux cofacteurs 
nécessaires pour la transcription En ce qui a trait à la protéine pl4ARF, elle module 
MDM2 en la séquestrant et inhibe aussi l'activité enzymatique de MDM2, ce qui 
permet l'accumulation de p53 (SHERR, 2006) Nous avons regardé les niveaux 
d'expression de la protéine pl4ARF et observé que celle-ci n'est pas induite lorsque les 
cellules HIEC sont infectées avec GFP-NLS-E2F4 même sur une période de 72 
heures en comparaison avec les HIEC qui surexpriment GFP-E2F4-WT (Figure 16C) 
Par ailleurs, des changements post-traductionnels comme la phosphorylation et 
l'acétylation, par exemple, stabilisent p53 (UNGER et al, 1999 , GU & ROEDER, 
1997) Ainsi, la phosphorylation sur la serine 15 de p53 empêche l'interaction de 
MDM2 avec p53 (UNGER et al, 1999) Nous avons donc utilisé un anticorps 
spécifique contre p53 phosphorylé sur la serine 15 et nous avons vérifié si les cellules 
HIEC infectées avec Padénovirus encodant pour GFP-NLS-E2F4 exhibent une 
phosphorylation accrue sur ce résidu De plus, nous avons utilisé des cellules HIEC 
irradiées aux UVB comme contrôle positif pour la phosphorylation de cette senne et 
pour l'induction de p53 L'exposition aux rayons ultraviolets induit des dommages à 
l'ADN qui sont détectés par les enzymes de la voie ATM/ATR L'activité kinase de 
ces complexes protéiques permet la phosphorylation de p53 sur certains résidus dont 
la senne 15 (CANMAN et al, 1998 , TIBBETTS et al, 1999) Dans les cellules 
HIEC infectées avec GFP-WT-E2F4, même après 72 heures d'infection, la 
phosphorylation de la senne 15 de p53 est extrêmement faible Dans les cellules 
HIEC GFP-NLS-E2F4, on note l'apparition de la phosphorylation sur la senne 15 qui 
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devient importante à partir de 48 heures après l'infection (Figure 16D) Cette 
phosphorylation corrèle parfaitement avec l'induction de l'expression de p53 
observée à 48 heures 
3.3 MODULATION DE L'ACTIVITÉ DES CASPASES 
Une des caractéristiques majeures de l'apoptose est Pactivation des caspases 
Nous avons donc mesuré les niveaux d'activation des caspases par l'utilisation d'un 
substrat fluorogénique spécifique pour les caspases 3, 8 et 9 sur des cellules HIEC 
infectées soit avec la GFP seule ou avec GFP-NLS-E2F4 Des extraits cellulaires 
sont faits à tous les jours sur une période de 72 heures La valeur de référence est 
obtenue avec les HIEC infectées seulement avec la GFP sur une période de 24 heures 
pour chacune des caspases testées Nous avons utilisé les cellules HIEC infectées 
seulement avec la GFP comme contrôle car dans toutes les expériences que nous 
avons faites, ces populations se comportent exactement de la même manière que les 
cellules HIEC infectées avec GFP-E2F4-WT On observe avec les cellules infectées 
avec l'adénovirus encodant pour la GFP seule, une très faible activité basale pour les 
caspases qui est observée sur une période de 24, 48 et 72 heures (Figure 17A) Par 
contre, pour les HIEC GFP-NLS-E2F4, on mesure une très légère induction de 
l'activité de la caspase 8 dès 24 heures Son activité est par la suite induite de 3 fois 
à 48 heures et de 3 fois à 72 heures De plus, l'activité de la caspase 9 est augmentée 
de la même manière soit une induction de 3 fois a 48 heures et qui se maintient 
jusqu'à 72 heures En ce qui a trait à la caspase 3, on voit une augmentation de son 
activité de plus de 6 fois 48 heures après l'infection avec GFP-NLS-E2F4 et son 
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FIGURE 17 : LA PRESENCE CONSTITUTIVE NUCLEAIRE DE E2F4 DANS 
LES CELLULES HIEC ACTIVE LES CASPASES INITIATRICES ET 
EXÉCUTRICES 
Les cellules HIEC sont infectées avec les adénovirus encodant soit GFP-WT-E2F4 et 
GFP-NLS-E2F4 Des extraits protéiques sont faits à 24, 48 et 72 heures A) Les 
extraits cellulaires sont incubés en présence du substrat fluorogénique spécifique pour 
chacune des caspases pour une période de 2 heures à 3 /C L'émission de la 
fluorescence est suivie avec un spectrofluoromètre à la longueur d'onde spécifique 
pour chacun des substrats N=3 et tout a été fait en triphcatas * signifie que le 
résultat est statistiquement différent de la valeur pour chaque temps obtenue avec les 
HIEC infectées avec l'adénovirus encodant seulement pour la GFP avec un test t de 
Student et P <0 05 B) Immunobuvardage réalisé avec des anticorps spécifiques pour 
les caspases 3 et 7 L'activation des caspases est associée à un clivage de la forme 
pleine longueur en deux fragments de 17 et 19 kD pour la caspase 3 et au clivage 
d'un seul fragment pour la caspase 7 (20 kD) Immunobuvardage représentatif de 4 
expériences indépendantes 
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contrôle infectées avec seulement la GFP (Figure 17A) De plus, des 
immunobuvardages ont confirmé les expériences de spectrofluonmétrie En fait, 
l'activation des caspases résulte en un clivage proteolytique de celles-ci en des 
formes actives facilement détectables L'apparition des deux formes clivées de la 
caspase 3 coïncide avec l'induction de l'activité de celle-ci (Figure 17B) Nous avons 
également regardé du côté de la caspase 7, une autre caspase exécutrice et on note 
l'apparition de la forme active dès 24 heures suite à l'infection des HIEC avec GFP-
NLS-E2F4 (Figure 17B) L'expression constitutive nucléaire de E2F4 dans les HIEC 
entraîne donc l'activation des caspases 
3.4 ACTIVATION DE LA VOIE EXTRINSÈQUE 
L'observation de l'induction de la caspase 8 et de l'augmentation des niveaux 
protéiques de la protéine FAS a suscité notre intérêt En fait, nous avons vérifié si la 
voie extrinsèque de l'apoptose est sollicitée ainsi que son degré d'implication dans la 
mort des HIEC qui surexpnment de façon constitutive et nucléaire E2F4 Différentes 
protéines connues pour interagir avec la caspase 8 comme c-FLIP et Bid ont été 
analysées par immunobuvardage (SCAFFIDI et al, 1999 , LI et al, 1998) Ainsi, on 
observe une diminution importante de la forme longue de c-FLIP, qui est associée à 
l'inhibition de l'activité de la caspase 8, dans les HIEC exprimant GFP-NLS-E2F4 
dès 24 heures après l'infection (Figure 18A) On note également une induction forte 
du signal pour la protéine Bid et l'apparition de la forme clivée de celle-ci, indicatrice 
de son activation (Figure 18B) Par ailleurs, l'activation de la voie extrinsèque de 
l'apoptose s'accompagne fréquemment de l'activation de la voie de signalisation JNK 
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FIGURE 18 : LA PRESENCE PROLONGEE ET SOUTENUE DE E2F4 DANS 
LE NOYAU DES CELLULES HDZC INDUIT LA VOIE EXTRINSÈQUE DE 
L'APOPTOSE ET LA MORT CELLULADŒ NE PEUT ÊTRE INHIBÉE EN 
BLOQUANT LES CASPASES OU LE RÉCEPTEUR FAS. 
Les HIEC sont infectées soit avec les adénovirus encodant pour la GFP-WT-E2F4 ou 
GFP-NLS-E2F4 Les extraits cellulaires sont réalisés à 24, 48 et 72 heures après 
l'infection A) Expression de c-FLIP par immunobuvardage (N=3) B) Expression 
de Bid et de sa forme clivée, phospho-JNK et de la forme totale de JNK par 
immunobuvardage (N=3) C) Les HIEC sont infectées soit avec la GFP seule ou 
avec la construction encodant GFP-NLS-E2F4 pour 24, 48 et 72 heures La viabilité 
cellulaire est déterminée par exclusion au bleu de trypan Les cellules infectées avec 
la GFP seule servent de contrôle positif de viabilité cellulaire Les cellules HIEC 
GFP-NLS-E2F4 sont incubées en présence soit d'un anticorps contrôle GST (20 
ug/ml), soit l'anticorps neutralisant dirigé contre le récepteur de mort cellulaire FAS 
(20 ug/ml) ou en présence de 100 uM de z-VAD * signifie que le résultat est 
statistiquement différent des valeurs obtenues par rapport aux cellules HIEC infectées 
avec la GFP seulement La lettre t signifie que le résultat est statistiquement différent 
de la valeur obtenue pour les HIEC infectées avec GFP-NLS-E2F4 à 72 heures * et t 
proviennent d'un test t de Student et P < 0 05 Cinq expériences indépendantes ont été 
faites et chaque condition a été réalisée en triplicatas 
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phosphorylée de JNK1 alors que le niveau d'expression de la forme totale demeure 
stable (Figure 18B) De plus, des tests de viabilité cellulaire ont été entrepris pour 
vérifier si l'inhibition des voies intrinsèque et extrinsèque empêche l'apoptose des 
HIEC GFP-NLS-E2F4 (Figure 18C) On a donc infecté des HIEC avec les 
adénovirus encodant soit la GFP seule comme contrôle et GFP-NLS-E2F4 seule ou 
en combinaison avec des inhibiteurs biochimiques, soit le NOK-1 pour inhiber la 
signalisation FAS et le z-VAD pour inhiber les caspases Pour les HIEC infectées 
seulement avec la GFP, on mesure un très faible taux de mortalité cellulaire sur les 72 
heures que l'expérience a dure Dans un premier temps, nous avons inhibé une des 
voies de signalisation les mieux caractérisées de la voie extrinsèque de l'apoptose en 
bloquant en amont la voie de signalisation FAS par l'utilisation d'un anticorps 
neutralisant, NOK-1, qui empêche le récepteur FAS de reconnaître son hgand 
(NISIHARA et al, 2001) Nous avons aussi utilisé un anticorps GST comme 
contrôle pour s'assurer que la solution dans laquelle l'anticorps est maintenu n'ait 
aucun impact sur nos observations Effectivement, les cellules HIEC GFP-NLS-
E2F4 traitées à tous les jours avec un anticorps dirige contre la GST meurent au 
même rythme que les cellules non traitées (Figure 18C) Pour ce qui est des HIEC 
infectées avec GFP-NLS-E2F4, on observe l'induction de la mort cellulaire à 48 
heures qui est statistiquement significative par rapport aux HIEC GFP A 72 heures 
post-infection, plus de 80% des HIEC sont mortes Par contre, quand les HIEC GFP-
NLS-E2F4 sont incubées en présence de l'anticorps neutralisant NOK-1, on voit une 
réduction de la mort cellulaire qui se maintient pour les 48 premières heures Après 
72 heures, on constate une réduction de moitié de la proportion de cellules mortes par 
rapport aux cellules HIEC GFP-NLS-E2F4 non traitées (Figure 18C) Cependant, 
maigre les traitements, toutes les cellules vont finir par mourir quand même 
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L'inhibition de la signalisation FAS permet donc de ralentir la progression de 
l'apoptose dans les cellules HIEC qui expriment GFP-NLS-E2F4 Nous avons 
ensuite détermine si l'inhibition de l'activité des caspases avec un inhibiteur 
pharmacologique irréversible à large spécificité, le z-VAD-fmk, pouvait inhiber 
l'apoptose Les cellules HIEC infectées avec l'adénovirus encodant pour GFP-NLS-
E2F4 sont incubées en présence de 100 uM de z-VAD On remarque un effet 
protecteur surtout au niveau des 48 premières heures mais à 72 heures, on mesure 
près de 40% d'apoptose (Figure 18C) Malgré tout, au bout de 5 jours, toutes les 
cellules sont mortes Des îmmunofiuorescences ont validé que GFP-E2F4-NLS était 
bien exprimé au cours des 2 jours supplémentaires que les HIEC GFP-E2F4-NLS 
traitées avec l'inhibiteur de caspase survivaient comparativement aux cellules traitées 
avec le véhicule seulement qui meurent au bout de 3 jours (résultat non montre) 
L'inhibition de l'activité des caspases ou de la voie de signalisation FAS, qui est 
associée à la voie extrinsèque, ne permet pas de secourir les cellules HIEC des 
signaux apoptotiques induits lorsque E2F4 est exprimé dans le noyau de façon 
prolongée II semble clair que de l'apoptose caspase indépendante est à l'œuvre aussi 
dans les cellules HIEC qui expriment GFP-NLS-E2F4 
3.5 IMPACT DE LA DIMINUTION DES NIVEAUX DE P53 SUR 
L'APOPTOSE INDUITE PAR L'EXPRESSION NUCLÉAHIE 
PROLONGÉE DE E2F4 
L'expression nucléaire constitutive de E2F4 dans les cellules HIEC sur une 
période prolongée induit l'apoptose et celle-ci corrèle avec l'induction de p53 et de 
plusieurs de ses gènes cibles Afin de déterminer l'importance de p53 dans cette 
réponse apoptotique, nous avons diminué les niveaux d'expression de l'ARNm de 
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FIGURE 19 : IMPACT DE L'INHIBITION DE L'EXPRESSION DE P53 PAR 
INTERFÉRENCE D'ARN SUR LA MORT CELLULAIRE 
A) Des HIEC sont infectées avec les lentivirus qui expriment des shARN spécifiques 
contre p53 ou un sh contrôle puis mises en sélection pour une période de 14 jours 
Après validation de l'efficacité des lentivirus, les populations shp53 contrôle et 
shp53(l) sont infectées avec l'adénovirus encodant pour GFP-NLS-E2F4 et des lysats 
cellulaires sont préparés à 24, 48, 72 et 120 heures Les protéines sont analysées par 
immunobuvardage pour l'expression de p53, GFP-NLS-E2F4 et l'actine (N=3) B) 
Les HIEC exprimant soit un shp53 contrôle ou shp53(l) sont infectées soit avec 
l'adénovirus encodant pour GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 Des tests de 
viabilité cellulaire d'exclusion du bleu de trypan sont réalisés à 48, 72 et 120 heures 
après l'infection adénovirale * indique que le résultat est statistiquement significatif 
comparé au sh contrôle infecté avec GFP-WT-E2F4 pour la même période de temps 
(P<0 05) ** statistiquement significatif comparé à shp53(l) + GFP-WT-E2F4 pour 
le temps indiqué (P<0 05) t est statistiquement significatif comparé à sh contrôle + 
GFP-NLS-E2F4 pour le temps indiqué (P<0 05) Le test t de Student est utilisé pour 
les analyses statistiques N=5 et chaque condition est mesurée en tnphcatas 
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utilisé des lentivirus exprimant un short hairpin ARN avec des séquences 
nucléotidiques ciblant spécifiquement p53 Plusieurs lentivirus ont été générés et ont 
été utilises pour infecter des cellules HIEC Par la suite, des immunobuvardages ont 
été faits pour déterminer quelles populations générées sous-expnment le mieux la 
protéine p53 Une séquence contrôle (scrambled) est faite avec la séquence 
nucléotidique qui permet la meilleure diminution des niveaux de p53 Cette séquence 
contrôle est incapable de diminuer les niveaux de p53 et d'ailleurs ceux-ci sont a des 
niveaux similaires à ceux retrouvés dans des cellules HIEC parentales non infectées 
(résultat non montré) Par la suite, ces populations ont été infectées avec les 
adénovirus encodant soit pour GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 et nous avons 
évalué différents paramètres Dans un premier temps, nous avons validé par 
immunobuvardage l'efficacité de l'infection lentivirale avec les shARN spécifique 
pour p53 (Figure 19A) La population shp53(l) est la population dont les niveaux 
d'expression de p53 sont les plus réduits des trois populations qui ont été générées 
Les expériences qui vont suivre ont été réalisées entièrement avec cette population de 
HIEC Cette population ainsi que la population sh contrôle sont alors infectées avec 
les adénovirus encodant pour GFP-NLS-E2F4 et le niveau d'expression de p53 est 
mesuré par immunobuvardage Sur une cinétique expérimentale de 5 jours, on 
observe qu'en tout temps, l'expression de p53 est grandement réduite dans les 
cellules shp53(l) comparée aux cellules sh contrôle (80% de réduction) (Figure 19A) 
D'ailleurs, l'expression de p53 est forte dans les HIEC sh contrôles infectées avec 
GFP-NLS-E2F4 , elle est à des niveaux identiques a ceux observés dans des HIEC 
parentales infectées avec GFP-NLS-E2F4 (résultats non montrés) Apparemment, 
l'infection lentivirale n'a pas de répercussion sur l'infection adenovirale car on relève 
des niveaux d'expression et d'induction de p53 similaires et l'expression du transgène 
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GFP-NLS-E2F4 atteint des niveaux similaires à ceux observés quand les infections 
adénovirales sont réalisées sur des cellules HIEC parentales De plus, les HIEC 
contrôle et shp53 prolifèrent au même rythme (résultat non montré) 
Nous avons également mesuré l'impact de la diminution de l'expression de 
p53 sur l'apoptose induite par l'expression de GFP-NLS-E2F4 dans les HIEC 
shp53(l) et sh contrôle (Figure 19B) Les tests de viabilité cellulaire au bleu de 
trypan dévoilent que les cellules sh contrôle qui expriment le transgène GFP-WT-
E2F4 demeurent viables tout le long de l'expérience qui s'étend sur 5 jours avec un 
niveau de base d'apoptose qui n'excède pas 10% au bout de 120 heures d'infection 
Les cellules sh contrôle infectées avec l'adénovirus GFP-NLS-E2F4 se comportent 
comme les HIEC parentales avec 60% de mort cellulaire après 72 heures et 90% des 
cellules qui sont positives pour le bleu de trypan après 120 heures d'infection (Figure 
19B) Par ailleurs, la population de HIEC qui sous-expnme p53 n'est pas affectée par 
l'expression de GFP-WT-E2F4 avec un faible taux de mort cellulaire mesuré même 
après 5 jours tout comme pour les sh contrôle Les cellules HIEC shp53(l) infectées 
avec GFP-NLS-E2F4 montrent une réduction de la mort cellulaire statistiquement 
significative comparée aux cellules sh contrôle (Figure 19B) Toutefois, malgré la 
réduction des niveaux de p53, les cellules finissent néanmoins par mourir Au bout 
de 7 jours, toutes les cellules sont mortes (résultat non montré) Donc, en diminuant 
l'expression de p53, on ne bloque pas la mort des cellules mais on la retarde de 
quelques jours Les niveaux réduits de p53 peuvent mettre en évidence des voies de 
signalisation qui dans un contexte normal de mort cellulaire passe presque inaperçu 
en raison de la prédominance du programme classique d'apoptose qui implique p53 et 
ses cibles transcriptionnelles Ainsi, on constate donc que des phénomènes 
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apoptotiques p53 dépendants et indépendants sont à l'œuvre dans le système des 
HIEC qui expriment E2F4 de façon soutenue et prolongée dans le noyau Nous avons 
cependant constaté que l'induction de p21 et aussi celle de PUMA est moins forte 
lorsque les cellules HIEC sous-expnment p53 lorsqu'elles sont infectées avec GFP-
E2F4-NLS L'étude est cependant incomplète car nous n'avons pas analysé 
l'expression de différents effecteurs apoptotiques comme Bax, Bid ou FAS entre 
autre dans les cellules infectées avec le shp53(l) et Padénovirus encodant pour GFP-
E2F4-NLS II est cependant raisonnable de croire que l'expression de ces cibles 
transcnptionnelles est réduite mais la vérification devrait être faite en profondeur 
3.6 MÉCANISMES D'APOPTOSES INDÉPENDANTS DE P53 ET DES 
CASPASES 
Malgré la diminution des niveaux de p53, la mort cellulaire n'est que retardée 
Nous avons donc entrepris de chercher quels mécanismes indépendants de l'activité 
transcnptionnelle de p53 pouvaient être en cause Nous avons donc analysé l'apport 
de différents programmes associés à l'apoptose p53 indépendante connus dans la 
littérature (LEIST & JAATTELA, 2001) Dans un premier temps, nous avons 
examiné la contribution des protéases de la famille des cathepsines et des calpaines en 
utilisant un inhibiteur des protéases à cystéines, le e-64-d à une concentration de 50 
uM Nous avons traité les cellules avec différentes doses de e-64-d et avons 
déterminé que c'était à 50 uM que l'on notait le maximum d'effet sur la survie 
cellulaire Étant donné que nous avons mis à jour une induction importante de la 
phosphorylation de JNK, nous avons aussi testé un inhibiteur pharmacologique, le 






FIGURE 20 : IMPACT DE L'INHIBITION SOIT DE P53, DES CASPASES, 
DE JNK OU DE LA FAMILLE DES CATHEPSINES/CALPAINES SEUL OU 
EN COMBINAISON SUR LA MORT CELLULAffiE INDUITE PAR 
L'EXPRESSION DE GFP-E2F4-NLS 
A) Des HIEC infectées avec la construction adénovirale GFP-NLS-E2F4 sont 
traitées à tous les jours avec différents inhibiteurs pharmacologiques seuls ou en 
combinaison Les tests de viabilité cellulaire ont été faits par exclusion au bleu de 
trypan Les résultats obtenus 72 heures post-infection sont représentés Les cellules 
exprimant le transgène GFP-NLS-E2F4 ont été traitées avec le e-64-d (50 uM), le 
SP600125 (10 uM) et le z-VAD (12 5 uM) seuls ou en faisant des combinaisons *** 
indique que les différences sont statistiquement significatives avec les HIEC GFP-
NLS-E2F4 sans traitement (P<0 001) N=4 et les conditions sont mesurées en 
triphcatas B) Les HIEC parentales ou la population shp53(l) sont infectées avec 
Padénovirus encodant pour la GFP-NLS-E2F4 et sont par la suite traitées soit avec le 
z-VAD (12 5 uM), le e-64-d (50 uM) ou la combinaison des deux * (P<0 05), ** 
(P<0 01) et *** (P<0 001) montrent que les traitements donnent des résultats 
statistiquement significatifs comparés à ceux obtenus pour les HIEC-GFP-NLS-E2F4 
selon le test t de Student N=3 et chaque condition testée est faite en triphcatas 
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avoir un effet additif en combinant le z-VAD aux traitements avec ces inhibiteurs 
Les HIEC infectées avec GFP-NLS-E2F4 sont donc soumises à tous les jours sur une 
période de 72 heures a des traitements avec ces inhibiteurs (Figure 20A) On voit que 
l'inhibition de l'activité calpaine/cathepsine réduit la mort cellulaire mais est 
incapable de la prévenir avec 52% des cellules qui sont mortes après 3 jours La 
combinaison e-64-d/z-VAD réduit le niveau de mort cellulaire à 36% après 72 heures 
(Figure 20A) Cependant, ce traitement avec ces deux inhibiteurs puissants est 
insuffisant pour empêcher l'apoptose car au bout de 7 jours de traitement, toutes les 
cellules sont mortes (résultat non montré) Par ailleurs, l'inhibition de la voie JNK 
par le SP600125 donne un résultat similaire à savoir une diminution (53%) de la mort 
cellulaire après 72 heures post-infection De plus, la combinaison SP600125 et z-
VAD ramené les niveaux de mort cellulaire a 38% alors que le z-VAD seul après 3 
jours donne 41% des cellules qui sont mortes C'est une diminution marquée quand 
on compare avec le 70% des cellules qui sont mortes lorsqu'elles ne reçoivent aucun 
traitement (Figure 20A) 
Par ailleurs, des traitements avec ces mêmes inhibiteurs ont également été 
effectués sur les populations HIEC shp53 qui sont infectées avec Padénovirus 
encodant pour GFP-NLS-E2F4 (Figure 20B) Ainsi, la population shp53(l) infectée 
avec GFP-WT-E2F4 en présence de z-VAD démontre une cinétique de mort 
cellulaire ralentie par rapport aux cellules shp53(l) non traitées (31% versus 43%) 72 
heures après l'infection adénovirale (Figure 20B) De plus, la combinaison z-VAD et 
e-64-d sur une période de traitement de 72 heures réduit encore plus le niveau de mort 
cellulaire (22% versus 31% pour le z-VAD seul) Cependant, malgré l'inhibition de 
l'expression de p53 et le blocage pharmacologique de l'activité protéase des calpaines 
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et des cathepsines, la mort cellulaire n'est pas prévenue sur des cinétiques qui vont 
jusqu'à 7 jours post-infection (résultat non montré) Les combinaisons z-VAD + 
SP600125 ainsi que z-VAD et NOK-1 donnent des résultats similaires (Figure 20B) 
Elles réduisent considérablement la mort cellulaire surtout durant les 48 premières 
heures Cependant, à partir de 72 heures, on constate que le facteur de protection est 
beaucoup moins efficace et que les combinaisons n'arrivent pas à prévenir la mort 
cellulaire observée dans les HIEC GFP-NLS-E2F4 
3.7 VOIE ALTERNATIVE DE MORT CELLULAIRE MODULÉE PAR LA 
PROTÉINE RIP 
Étant donné que le SP600125 et l'anticorps neutralisant NOK-1 réduisent dans 
une certaine mesure le niveau d'apoptose, nous avons évalué les niveaux 
d'expression de la protéine RIP (Figure 21 A) Cette protéine est impliquée dans 
l'échafaudage du complexe multiménque DISC associé à la voie extrinsèque 
(ASHKENAZI, 2002) Elle joue un rôle important dans la mort cellulaire induite par 
la présence des radicaux libres générés par des formes réactives d'oxygène (ROS) 
(BYUN et al, 2006) De plus, son activité se répercute sur les voies JNK et NF-KB et 
l'activité des caspases n'est pas nécessaire pour que l'apoptose se produise (HUR et 
al, 2006) Un immunobuvardage prouve que l'expression de RIP est fortement 
induite dès 24 heures après l'infection lorsque les cellules expriment le transgène 
GFP-NLS-E2F4 (Figure 21 A) Nous avons par la suite diminué les niveaux 
d'expression de l'ARN messager de RIP en utilisant la technique d'interférence à 
TARN en transfectant des ARN double brins spécifique contre RIP (SI ARN) Dans 
un premier temps, nous avons validé la diminution de l'expression protéique par 
immunobuvardage (Figure 21B) Des HIEC parentales, shp53 contrôle et shp53(l) 
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FIGURE 21 : IMPACT DE LA DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE 
RD? DANS LES fflEC EXPRIMANT GFP-E2F4-NLS 
A) Des HIEC sont infectées avec les adénovirus encodant soit la GFP seule ou GFP-
NLS-E2F4 et des lysats cellulaires sont faits aux périodes de temps indiqués Par la 
suite, un immunobuvardage est réalisé avec un anticorps spécifique contre RIP (N=3) 
B) Dans un premier temps, des HIEC parentales ainsi que des populations HIEC sh 
contrôle et HIEC shp53(l) sont transfectées avec un SI ARN spécifique contre RIP 
Les HIEC parentales servent de contrôle pour démontrer que même dans des 
conditions normales de culture, le SI ARN est efficace pour réduire les niveaux 
d'expression de RIP 48 heures après la transfection du SI ARN dirigé contre RIP, 
les populations sh contrôle et shp53(l) sont ensuite infectées avec Padénovirus 
encodant GFP-NLS-E2F4 pour une période de 48 heures Les lysats cellulaires 
requis sont faits et des immunobuvardages avec des anticorps spécifiques contre RIP 
et l'actine sont réalisés pour valider l'efficacité des ARN interférants dirigés contre 
RIP (N=3) C) Détermination des niveaux de viabilité cellulaire par exclusion de 
bleu de trypan pour vérifier l'implication de la protéine RIP et de la voie de 
signalisation JNK (SP600125 10 uM) au bout de 72 heure d'infection avec 
l'adénovirus encodant pour GFP-E2F4-NLS N=3 et chaque condition est validée en 
tnphcatas D) Détermination de la viabilité cellulaire par exclusion au bleu de trypan 
Les différentes populations HIEC, HIEC sh contrôle et shp53(l) sont, le cas échéant, 
soit transfectées avec un SI ARN contrôle ou un SI ARN spécifique contre RIP pour 
une période de 48 heures avant d'être infectées avec GFP-NLS-E2F4 La viabilité 
cellulaire est par la suite mesurée au bout de 72 heures *** P<0 001 statistiquement 
significatif en comparant aux HIEC infectées avec GFP-NLS-E2F4 avec un test / de 
Student N=3 et chaque condition est faite en tnphcatas 
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ont été transfectées soit avec le duplex d'ARN interférant SI contrôle ou TARN 
interférant SI RIP pour une période de 48 heures Les deux populations sont ensuite 
infectées avec la construction adénovirale GFP-NLS-E2F4 et les extraits cellulaires 
sont réalisés 48 heures après l'infection adénovirale On observe une diminution de 
60% de l'expression de RIP dans les HIEC parentales transfectées avec le SI ARN 
contre RIP dans des conditions normales de culture (Figure 21B) Les cellules sh 
contrôle pour p53 se comportent comme les HIEC parentales lorsqu'elles sont 
infectées avec la GFP-NLS-E2F4 et on note une forte induction de RIP (Figure 21B) 
Cette induction n'est plus observée dans les HIEC sh contrôle qui sont transfectées 
avec les SI ARN ciblant RIP De plus, la population shp53(l) surexprimant GFP-
NLS-E2F4 et transfectée avec le SI ARN dirigé contre RIP exhibe des niveaux 
réduits de RIP par rapport a celle exprimant le SI ARN contrôle (Figure 21B) Une 
fois les modèles valides, nous avons fait des tests de viabilité cellulaire qui ont permis 
de faire les observations suivantes Les HIEC parentales infectées avec l'adénovirus 
encodant pour la GFP-NLS-E2F4 qui expriment des niveaux moindres de RIP (HIEC 
GFP-NLS-E2F4 + SI RIP) sont légèrement protégées de la mort cellulaire (80% pour 
les HIEC GFP-NLS-E2F4 versus 60% pour les HIEC GFP-NLS-E2F4 + SI RIP) 72 
heures après l'infection adénovirale (Figure 21C) Les cellules sh contrôle donnent à 
peu près les mêmes résultats La population shp53(l) transfectée avec un SI ARN 
ciblé contre RIP permet d'abaisser le niveau de mort cellulaire à 27% 72 heures post-
înfection (Figure 21D) Néanmoins, malgré la diminution des niveaux de p53 et de 
RIP, les HIEC qui expriment de façon prolongée et soutenue GFP-NLS-E2F4 
finissent par toute mourir quand même au bout de 7 jours (résultat non montré) Par 
ailleurs, il est connu que l'activation de RIP est connue pour se traduire par une 
activation de la voie JNK (LIN et al, 2006) Nous avons donc évalué l'impact sur la 
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survie cellulaire d'une diminution de l'expression de RIP combinée à une inhibition 
pharmacologique de la voie JNK par l'utilisation de l'inhibiteur SP600125 Nous 
avons mesure la mortalité cellulaire par exclusion au bleu de trypan dans les HIEC 
transfectées avec le SI ARN ciblant RIP avec le véhicule ou le SP600125 pour 
déterminer si un effet additif est possible Ainsi, des HIEC infectées avec 
l'adénovirus encodant pour GFP-E2F4-NLS préalablement transfectées avec un SI 
ARN dirigé contre RIP 48 heures auparavant, sont traitées dès le début de l'infection 
adénovirale avec 10 uM de SP600125 pour une période de 72 heures 
Malheureusement, ce traitement ne confère pas de protection additionnelle 
significative (52% SI ARN RIP + SP600125 versus 58% pour les SI ARN RIP seuls 
versus 80% pour les HIEC parentales) (Figure 21C) 
3.8 IMPLICATION DE DIFFÉRENTS MÉCANISMES DE MORT 
CELLULAIRE 
Néanmoins, peu importe le moyen utilise pour inhiber l'apoptose, les HIEC 
exprimant GFP-NLS-E2F4 meurent quand même Nous avons donc tente de 
déterminer les patrons d'expression des gènes qui sont régulés par l'expression de 
GFP-NLS-E2F4 afin de savoir comment l'apoptose est régulée dans ce système et ce, 
par une analyse sur micropuce d'ADN Les cellules HIEC exprimant seulement la 
GFP pour une période de 24 heures ont servi de point de référence pour la 
comparaison avec des HIEC GFP-NLS-E2F4 infectées pour la même période de 
temps (GARNEAU et al, 2007) Une micropuce d'ADN représentant 19 200 ADNc 
a été utilisée Plus de 335 gènes variant de plus de 2 fois en termes de niveaux 
d'expression ont été recensés ~ Parmi ceux-ci, 17 gènes sont associes plus 
spécifiquement à la survie cellulaire et à l'apoptose (Figures 22 et 23) Nous avons 
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Nom du gène Répression 
GFP E2F4-NLS 
24h 48k 72k24h48h 72k 
Caveolmel 0 35 +/- 0 1 
Thioredoxme leductase 0 4 +/- 0 1 
Claudine 1 0 5 +/- 0 2 » • « • ' 
Biic6, apollon 0 6 +1- 0 1 
Peroxuedoxuieô 0 7 +/- 0 06 > \*>m>m,-~~ 
Actine contrôle 
GiimiérJOS 
Integnnea5 0 42+/-0 08 
FIGURE 22 : LISTE DE GÈNES SIGNIFICATIVEMENT RÉPRIMÉS DANS 
LES CELLULES HIEC QUI EXPRIMENT E2F4 DE FAÇON 
CONSTITUTIVE ET NUCLÉADiE COMPARATIVEMENT AUX CELLULES 
HIEC QUI EXPRIMENT LA GFP 
Les cellules HIEC sont infectées avec l'adénovirus encodant soit la GFP seule ou 
GFP-NLS-E2F4 pour une période de 24 heures Les extraits d'ARN sont réalisés et 
traités pour être analysés sur micropuce d'ADN Les résultats sont la moyenne de 3 
expériences indépendantes faites en triplicatas Le niveau de répression est calculé en 
faisant le rapport entre la valeur du signal pour le gène dans les cellules HIEC 
infectées seulement avec GFP-E2F4-NLS pour une période de 24 heures par rapport à 
la valeur obtenue pour ce même gène mesurée dans les HIEC infectées seulement 
avec la GFP pour 24 heures Cette proportion, si elle est inférieure à 1, indique une 
répression de l'expression par rapport aux HIEC-GFP Ces résultats sont validés par 
immunobuvardage en comparant des lysats de cellules HIEC infectées soit avec la 
GFP seule ou GFP-NLS-E2F4 pour une période de 24,48 et 72 heures 
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Nom du gç ne Induction 
GFP E2F4-NLS 






6 2 +/-1 3 









3 2+/-18 " 
2 73+/-18-
L i i ».. 
2 7+/-0 5 _ 
2 3 +/-0 8 
2 2+/-0 5 
1 8 +/-0 2 
2 9 +)- 0 3 
-*"*«*%«£ 
GirJOi E»4-HU4Kh 
FIGURE 23 : LISTE DE GÈNES SIGNIFICATIVEMENT INDUITS 
DANS LES CELLULES HIEC QUI EXPRIMENT E2F4 DE FAÇON 
CONSTITUTIVE ET NUCLÉADŒ COMPARATIVEMENT AUX CELLULES 
HffiC QUI EXPRIMENT LA GFP 
Les cellules HIEC sont infectées avec l'adénovirus encodant soit la GFP seule ou 
GFP-NLS-E2F4 pour une période de 24 heures Les extraits d'ARN sont réalisés et 
traités pour être analysés sur micropuce d'ADN Les résultats sont la moyenne de 3 
expériences indépendantes faites en triplicatas Le ratio obtenu entre les valeurs 
obtenues pour les HIEC GFP-E2F4-NLS et HIEC-GFP 24 heures post-infection 
indique une induction si le résultat obtenu est supérieur à 1 Ces résultats sont validés 
soit par immunobuvardage ou RT-PCR en comparant des lysats de cellules HIEC 
infectées soit avec la GFP seule ou GFP-NLS-E2F4 pour une période de 24, 48 et 72 
heures 
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également validé les données obtenues avec la micropuce par le biais 
d'immunobuvardages ou de RT-PCR Des gènes associés à la transduction de 
signaux sont modulés par l'expression nucléaire de E2F4 Par exemple, la cavéohne 
1 est diminuée de 65% dans les HIEC GFP-NLS-E2F4 (Figure 22) On dénote aussi 
une augmentation de l'expression de M-Ras (induction de 6,2 fois) et d'Aktl (3 1 
fois), un gène fortement associé à la survie cellulaire (SONG et al, 2005) Le gène 
de la protéine kmase CS est induit de 2 2 fois (Figure 23) Or, il est intéressant de 
savoir que PKC 5 intervient dans le processus menant à la perméabihsation des 
mitochondnes, la relâche des effecteurs de l'apoptose et l'induction de la mort 
cellulaire et ce même en absence de p53, p73 et FAS (LASFER et al, 2006) On a 
également remarqué que des gènes associés à l'adhésion cellulaire et dans la 
régulation de l'organisation de l'actine sont diminues Par exemple, la Claudine 1 est 
réduite de 50% et l'expression de Yintégrine a5 est diminuée de 58% dans les HIEC 
qui expriment GFP-NLS-E2F4 (Figure 22) La micropuce à ADN révèle aussi une 
induction forte de l'ARNm de hsp90, une protéine impliquée dans la réponse au 
stress et qui est connue pour stabiliser RIP (LEWIS et al, 2000) Cette observation 
est confirmée par immunobuvardage où on voit une induction extrêmement forte de 
l'expression de hsp90 dès 24 heures post-infection avec GFP-NLS-E2F4 (Figure 23) 
Des gènes vraiment plus spécifiques à la régulation de l'apoptose comme ceux de la 
caspase 8 (2,3 fois), Bcl-2 (2,7 fois) et FAF1 (2,9 fois) exhibent des niveaux 
d'ARNm plus élevés dans les HIEC GFP-NLS-E2F4 (Figure 23) La micropuce a 
également permis d'établir que l'ARNm de gènes connus pour influencer la stabilité 
de p53 ou son activité sont aussi modulés dans les HIEC GFP-NLS-E2F4 Ainsi, 
pCAF est induit de 3 2 fois et cette protéine est connue pour acétyler p53 et 
augmenter son activité de liaison à l'ADN (Figure 23) (SAKAGUCHI et al, 1998) 
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L'ARNm de Bircô {Apollon) est réprimé de 0 6 fois, cette protéine inhibe 
l'activité des caspases et la perte de son expression est associée avec une plus grande 
stabilité de p53 (Figure 22) (REN et al, 2005) Par ailleurs, des gènes connus pour 
réguler l'état d'oxydation de l'environnement intracellulaire et leurs expressions sont 
fortement diminuées Par exemple, la peroxyrédoxine 6 est diminuée de 30% et la 
thiorédoxine réductase est réduite de 60% (Figure 22) Ces derniers résultats 
suggèrent que des perturbations au niveau du stress oxydatif peuvent être en action 
3.9 E2F4 ET LES CELLULES CANCÉREUSES COLORECTALES 
Dans les cellules HIEC, des cellules indifférenciées normales non 
immortalisées, lorsqu'elles sont prohfératives, le signal pour E2F4 est retrouvé au 
noyau alors qu'il est cytoplasmique dans les cellules quiescentes Dans les cellules 
cancéreuses, la régulation de la transition Gl/S est fréquemment dérégulée (BARTEK 
& LUKAS, 2001) On s'est intéressé à l'expression de E2F4 et sa localisation dans 
certaines lignées cellulaires cancéreuses colorectales selon le statut de p53 à savoir 
s'il est de type sauvage ou muté Nous avons donc utilise les lignées HCT-116 et 
LoVo pour les lignées cellulaires qui expriment un p53 de type sauvage (FAN et al, 
1997 , POCARD et al, 1996) Les lignées cellulaires cancéreuses colorectales Caco-
2/15 et DLD-1 ont été choisies car p53 est muté (GARTEL et al, 2003 , RAJESH et 
al, 1999) Toutes ces lignées cellulaires cancéreuses colorectales sont parmi les 
modèles les plus utilisés dans la recherche sur le cancer colorectal En premier heu, 
nous avons mesuré les niveaux d'expression de E2F4 dans les différentes lignées 
cellulaires par immunobuvardage (Figure 24A) On voit clairement que E2F4 est 








B) Statut p53 
Type sauvage 





3 LoVo 5 DLD-1 
Cellules cryptales 
intestinales 
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FIGURE 24 : E2F4 EST SUREXPRIME ET NUCLEAIRE DANS LES 
LIGNÉES CANCÉREUSES COLORECTALES 
A) Des extraits protéiques ont été réalisés à partir de cellules sous-confluentes HIEC, 
HCT-116, Caco-2/15 et LoVo Des immunobuvardages avec un anticorps spécifique 
pour évaluer les niveaux d'expression contre E2F4 ont été faits (N=3) B) Les 
cellules HIEC, HCT-116, LoVo, Caco-2/15 et DLD-1 ont été cultivées en absence de 
sérum pour une période de 36 heures Les cellules ont ensuite été perméabilisées au 
Triton 0 1% et une îmmunofluorescence indirecte contre E2F4 a été faite Les barres 
dans les images d'immunofluorescence indirecte représentent une échelle de 50 um 
(N=3) 
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comparativement au signal observé dans la lignée cellulaire épithéhale intestinale 
normale HIEC Des immunofluorescences indirectes contre E2F4 ont été faites sur 
ces différentes lignées On observe que le signal pour E2F4 est fortement associé au 
compartiment nucléaire (Figure 24B) L'expérience a été poussée plus loin en privant 
les cellules de sérum pour déterminer si la localisation cellulaire de E2F4 en serait 
affectée Comme on le constate dans la figure 24B, des HIEC rendues quiescentes 
par la déprivation de sérum affichent un signal surtout cytoplasmique pour E2F4 
comme démontré auparavant au laboratoire (DES CHÊNES et al, 2004) En ce qui a 
trait aux lignées cancéreuses colorectales, peu importe le statut de p53, E2F4 est 
toujours fortement exprime dans le noyau même en absence de sérum (Figure 24B) 
La localisation de E2F4 dans les lignées choisies plus haut a été analysée plus 
finement en faisant des immunobuvardages sur des extraits cytoplasmiques et 
nucléaires (Figure 25A) Il est a noter que des cellules épithéhales cryptales normales 
humaines HIEC ont servi de lignée cellulaire contrôle On observe une légère 
accumulation de E2F4 dans le noyau quand les HIEC sont dans un état prolifératif 
Dans le cas des HCT-116, il y a une légère accumulation de E2F4 dans le noyau 
comparée à la quantité observée dans le cytoplasme Pour les DLD-1, E2F4 est 
surexpnmé dans le cytoplasme et le noyau de façon égale Cependant, c'est dans la 
lignée cellulaire LoVo que le contraste est le plus frappant On voit clairement une 
accumulation de E2F4 dans le noyau Par ailleurs, les extraits cytoplasmiques et 
nucléaires ont été validés avec des marqueurs caractéristiques de ces compartiments 
Ainsi, la lamine B est un marqueur nucléaire reconnu alors que la calpaine 2 a servi 
de marqueur cytoplasmique (Figure 25A) Les lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales HCT-116, Caco-2/15, DLD-1 et LoVo expriment toutes de façon forte et 
soutenue E2F4 dans le noyau Paradoxalement, ces cellules ne meurent pas comme 
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FIGURE 25 : EXPRESSION NUCLEAIRE ET CYTOPLASMIQUE DE E2F4 
DANS LES CELLULES CANCÉREUSES COLORECTALES 
A) Des extraits nucléaires et cytoplasmiques des lignées cellulaires HIEC, HCT-116, 
DLD-1 et LoVo ont été faits Des immunobuvardages ont été faits pour mesurer les 
niveaux d'expression de E2F4 Un anticorps spécifique contre la lamine B valide la 
pureté des fractions nucléaires alors que la calpame 2 est utilisée pour valider la 
fraction cytoplasmique (N=3) B) Tableau des taux de viabilité cellulaire par 
exclusion au bleu de trypan dans les lignées cellulaires cancéreuses colorectales 72 
heures après leur ensemencement comparativement aux cellules HIEC infectées soit 
avec l'adénovirus encodant GFP-WT-E2F4 ou GFP-NLS-E2F4 après 72 heures post-
înfection Trois expériences indépendantes et chaque mesure a été faite en triplicatas 
C) Des lysats cellulaires ont été réalisés sur des cellules HIEC, HCT-116, Caco-2/15, 
DLD-1 et LoVo Des immunobuvardages avec des anticorps contre p53, Bax et 
l'actine sont réalisés Les niveaux d'actine prouvent que la même quantité de 
protéines est chargée dans les puits (N=3) 
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les HIEC surexpnmant de manière constitutive E2F4 dans le compartiment nucléaire 
Nous avons mesuré les niveaux de mort cellulaire pour ces lignées dans des 
conditions de culture normales 
Les niveaux de mort cellulaire pour ces lignées cancéreuses sont minimes 
(0 71% pour les HCT-116 et 0 97% pour les DLD-1) atteignant un maximum de 
1 59% chez les LoVo compare au niveau atteint avec les HIEC GFP-NLS-E2F4 avec 
près de 71% des cellules qui sont mortes 72 heures après la surexpression nucléaire 
de E2F4 Pour ce qui est des HIEC GFP-WT-E2F4, le niveau de mort cellulaire 
n'atteint que 4 2% (Figure 25B) À la lumière de ces résultats, il est donc clair que 
les cellules cancéreuses colorectales ont développé des moyens pour échapper à 
l'apoptose induite par l'expression forte et soutenue de E2F4 dans le noyau Nous 
avons donc comparé les niveaux d'expression de p53 et Bax qui sont impliqués dans 
les processus apoptotiques pour comprendre comment celles-ci s'en sortent Des 
HIEC non infectées sont utilisées comme contrôle Les HCT-116 et les DLD-1 
possèdent un p53 de type sauvage et l'expression de p53 est forte comparée à celle 
des HIEC, mais on note que Bax est à peine détectable ou sinon absent dans les 
immunobuvardages (Figure 25C) Les Caco-2/15 expriment une forme mutée de p53 
qui n'est pas détecté par l'anticorps p53 DO-1 utilisé Cependant, Bax est retrouvé à 
des niveaux similaires à ceux observé dans les HIEC Finalement, les cellules LoVo 
expriment une forme mutée de p53 et n'expriment pas du tout Bax (Figure 25C) 
Finalement, ces résultats suggèrent que les cellules cancéreuses colorectales évitent 
l'induction du programme apoptotique soit en exprimant une forme mutée de p53 ou 
en perdant des effecteurs en aval comme Bax par exemple qui empêchent la 
réalisation du programme de mort cellulaire 
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3.10 IMPACT DE LA SUREXPRESSION NUCLEAIRE DE E2F4 DANS LES 
HIEC SUR LA PROLIFERATION CELLULAIRE 
Nous avons postulé qu'en permettant la localisation soutenue et prolongée de 
E2F4 dans les cellules épithéliales intestinales normales, nous aurions permis à la 
transition Gl/S de se faire encore plus rapidement et d'obtenir un avantage 
prolifératif voire même transformer des cellules Cependant, nous avons plutôt 
observé que l'expression constitutive et nucléaire de E2F4 induit différents 
mécanismes de mort cellulaire qui divergent des mécanismes classiques d'apoptose 
En analysant les infections adénovirales réalisées avec la construction GFP-
E2F4-WT, nous avons pu observer deux faits intéressants Dans un premier temps, 
nous avons remarqué que les cellules HIEC GFP-WT-E2F4 prolifèrent légèrement 
plus rapidement que les HIEC non infectées La seconde observation que nous avons 
faite est qu'à l'atteinte de la confluence, la densité cellulaire des HIEC GFP-E2F4-
WT est plus élevée que celle des HEEC parentales Cependant, les analyses qui ont 
été faites par rapport à ces deux observations ne sont pas statistiquement 
significatives (Figure 13A) Par ailleurs, la micropuce à ADN a aussi démontré que 
des gènes associés à la prolifération cellulaire sont induits par l'expression nucléaire 
forcée de E2F4 au cours des 24 premières heures d'infection avec GFP-NLS-E2F4 
(Figure 23) D'ailleurs, nous avons confirmé l'induction de certains de ces gènes par 
RT-PCR (Figure 23) Nous avons donc entrepris de vérifier si l'expression de E2F4 
dans le noyau des cellules HIEC était suffisante, en absence de sérum, pour induire 
rapidement l'expression de gènes importants pour la prolifération cellulaire Les 
cellules HIEC ont été privées en sérum pour une période de 48 heures pour les rendre 
quiescentes Par la suite, les cellules ont été infectées soit avec GFP-WT-E2F4 ou 
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GFP-NLS-E2F4 pour une période de 24 heures et ce toujours en absence de sérum 
Des ARN ont été récoltés à toutes les 4 heures pour être ensuite transcrits en ADNc 
Par la suite, des PCR ont été effectués pour détecter la présence des transcrits des 
gènes cibles Dans la figure 26A, on voit les résultats obtenus pour la cyclme E et 
HNRBP A/B, des gènes connus pour jouer un rôle dans le contrôle de la prolifération 
cellulaire et la transcription Ainsi, quatre heures après l'infection adenovirale, on 
note une augmentation significative des niveaux d'expression de la cychne E alors 
que pour HNRBP A/B, on remarque une induction qui survient un peu plus tard vers 
les 12 heures post-infection comparé aux mêmes temps avec les HIEC exprimant 
GFP-E2F4-WT (Figure 26A) Les quantités égales d'ADNc dans chaque puits ont 
été confirmées par la mesure des niveaux d'actme Pour ces deux gènes, on observe 
un maintien de l'induction de l'expression jusqu'à 24 heures malgré l'absence de 
sérum dans le milieu de culture 
Nous avons également vérifié si la simple surexpression de GFP-NLS-E2F4 
dans les cellules HIEC est suffisante pour permettre l'entrée en phase S en absence de 
sérum Pour répondre à cette question, nous avons mesuré la quantité d'ADN 
présente dans les HIEC par coloration à l'iodure de propidium et évalué la répartition 
des cellules dans les phases du cycle cellulaire par la technique de cytométne de flux 
Les cellules ont été préalablement privées en sérum pour une période de 48 heures 
pour les rendre quiescentes Les cellules sont ensuite infectées avec les constructions 
adénovirales soit avec la GFP seule, GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 Les HIEC 
infectées ont été cultivées soit dans des conditions normales de culture ou maintenues 
en absence de sérum Les cellules ont été récoltées à 18 heures et 30 heures après 
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FIGURE 26 : L 
Répartition en % des cellules dans les phases du cycle 
cellulaire (moyenne +/- écart-type) 





























E DE E2F4 
DANS LES HIEC INDUIT DES GENES ASSOCIES A LA PHASE S MAIS 
N'EST PAS SUFFISANTE POUR LA RÉPLICATION DE L'ADN 
A) Des HIEC ont été privées en sérum pour une période de 48 heures Des infections 
adénovirales ont été faites avec l'adénovirus encodant pour la GFP seule ou GFP-
NLS-E2F4 Les cellules sont maintenues en absence de sérum après les infections 
Des extraits d'ARN sont réalisés aux heures indiquées puis transcrits en ADNc Les 
PCR sont effectués pour détecter la présence des transcrits pour la cycline E, HNRPB 
A/B et Y actine (N =3) B) Distribution dans les différentes phases du cycle cellulaire 
des cellules HIEC infectées avec les constructions adénovirales GFP, GFP-WT-E2F4 
et GFP-NLS-E2F4 Les cellules HIEC ont été privées en sérum pour une période de 
48 heures pour les rendre quiescentes Les cellules sont ensuite infectées avec les 
différentes constructions adénovirales GFP, GFP-WT-E2F4 et GFP-NLS-E2F4 Les 
cellules infectées sont cultivées en présence ou en absence de sérum pour une période 
de temps allant jusqu'à 30 heures post-infection La répartition des cellules dans le 
cycle cellulaire a été mesurée par cytométrie de flux Les résultats montrés dans la 
figure 26B sont obtenus à 18 et 30 heures N=3 et les mesures sont faites en 
tnphcatas 
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Ainsi, on note que les HIEC infectées avec la GFP seulement cultivées en absence de 
5% sérum sont majoritairement en phase GO/Gl avec 79%±4 des cellules après plus 
de 30 heures (Figure 26B) Mises en présence de sérum, les HIEC exprimant 
seulement la GFP progressent dans le cycle cellulaire avec 80%±4 des cellules en 
phase S/G2/M après 30 heures de stimulation Les HIEC infectées avec GFP-WT-
E2F4 se comportent de la même manière Maintenues en absence de sérum, les 
cellules s'accumulent en phase GO/Gl (77%±3) alors qu'en présence de 5% sérum, 
les cellules atteignent la phase S dans une proportion de 79%±9 après 30 heures 
Finalement, nous avons mesure la capacité de GFP-NLS-E2F4 à faire entrer les HIEC 
en phase S en absence de sérum On constate qu'en absence de sérum, les HIEC 
restent prisonnières des phases GO/Gl avec 76%±7 après 18 heures et 79%±6 suite à 
30 heures de culture (Figure 26B) Ce résultat établit clairement que dans les cellules 
HIEC, la surexpression nucléaire et constitutive de E2F4 à elle seule en absence de 
facteurs de croissance exogènes, est insuffisante pour permettre aux cellules de 
progresser dans la phase S du cycle cellulaire 
3 11 LA RÉDUCTION DES NIVEAUX DE E2F4 DANS LES HIEC 
RALENTIT LA PROLD7ÉRATION EN RETARDANT LA 
TRANSITION Gl/S 
Même si l'expression de E2F4 dans le noyau de façon soutenue ne catalyse 
pas la transition Gl/S en absence de sérum, nos résultats présentés à la figure 26 et 
plusieurs autres évidences dans la littérature suggèrent que E2F4 joue un rôle 
important dans le contrôle de la prolifération des cellules épithéhales intestinales 
Pour vraiment évaluer le rôle de E2F4 dans ce processus, nous avons diminué les 
niveaux d'expression de E2F4 par l'utilisation de shARN spécifiques pour en mesurer 
l'impact sur la prolifération et la survie cellulaire Nous avons utilisé le système des 
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lentivirus qui expriment des séquences nucléotidiques qui ciblent spécifiquement 
E2F4 pour interférer avec la production de l'ARNm endogène de E2F4 Nous avons 
donc clone ces séquences dans le vecteur lentiviral pLentiV6-U6 pour produire les 
lentivirus Par la suite, des extraits cellulaires sont faits avec les différentes 
populations pour déterminer lesquelles sous-expriment le mieux E2F4 Au final, 
deux populations stables de HIEC se sont démarquées par l'intensité de la diminution 
des niveaux d'expression de E2F4 La population dont la diminution d'expression de 
E2F4 est la plus importante a été nommée shE2F4#l alors que la population HIEC 
shE2F4#2 révèle un niveau intermédiaire d'expression par rapport à la population sh 
contrôle (Figure 27A) Cette dernière population exprime une séquence mélangée 
issue de la séquence nucléotidique utilisée pour le shE2F4#l, le shARN le plus 
efficace Cette séquence ne reconnaît aucun ARN humain et n'a plus aucune 
spécificité pour E2F4 De plus, nous avons observé que les niveaux d'expression de 
la protéine E2F4 sont identiques entre les HIEC parentales et les HIEC exprimant le 
shARN contrôle (résultat non montre) Une fois les populations validées, nous avons 
déterminé si la réduction des niveaux d'expression de E2F4 altère les capacités 
prohferatives des différentes populations Nous avons donc comparé la prolifération 
des cellules HIEC infectées avec le vecteur vide, le sh contrôle et les deux 
populations shE2F4#l et shE2F4#2 sur une période de 9 jours Les HIEC infectées 
avec le vecteur vide et le sh contrôle prolifèrent à la même vitesse, les courbes de 
prolifération sont très similaires (Figure 27B) On constate, par ailleurs, que la 
population shE2F4#2 prolifère un peu moins vite La tendance au ralentissement de 
la prolifération est encore plus notable avec la population shE2F4#l On remarque 
clairement une diminution de la prolifération qui corrèle parfaitement avec l'intensité 






9 9 i 
S S i 













en Scrembled T 
1=1 shE2F4#2 T A 
















FIGURE 27 : LA REDUCTION DE L'EXPRESION DE E2F4 RALENTIT LA 
PROLIFÉRATION CELLULA1HE EN INHIBANT LA TRANSITION Gl/S 
A) Les HIEC sont infectées avec les lentivirus exprimant soit un shARN spécifique 
contre E2F4 ou un sh contrôle Après sélection avec la blasticidme S, des lysats 
cellulaires ont été réalisés L'expression de E2F4 et de Pactine est évaluée par 
immunobuvardage Figure représentative de 4 expériences indépendantes B) Les 
HIEC infectées soit avec le lentivirus vecteur vide, le sh contrôle ou les deux shE2F4 
ont été ensemencées en nombre égal puis des décomptes cellulaires ont été effectués à 
tous les deux jours pour une période de 9 jours N=4 et chaque condition est faite en 
triplicatas C) Expérience d'incorporation de la thymidine tntiée pour évaluer la 
capacité à franchir la transition Gl/S Les HIEC sh contrôle et les deux populations 
shE2F4 ont été privées en sérum pour une période de 48 heures La réinitiation de la 
synthèse de l'ADN en réponse à 5% sérum a été mesurée en ajoutant de la thymidine 
tritiée une heure avant de faire les extraits cellulaires pour ensuite mesurer la 
radioactivité avec un compteur de scintillations Les résultats sont la moyenne de 3 
expériences ± écart-type Chaque temps est fait en quadnphcatas * signifie que 
p<0 1 et *** représente p<0 001 
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déterminer si la perte de E2F4 influençait l'entrée en phase S des cellules HIEC 
Nous avons donc procède à des expériences d'incorporation de thymidme tritiée dans 
une expérience de reinitiation de la synthèse de l'ADN suite à une privation en sérum 
La thymidme radiomarquée est incorporée dans l'ADN néo-synthetisé et mesurée 
avec un compteur à scintillation (GARNEAU et al, 2009) Nous avons mesuré 
l'incorporation de la thymidme dans les populations qui expriment soit le sh contrôle 
et les deux populations shE2F4#l et shE2F4#2 Au temps 0, les trois populations 
n'incorporent pas de thymidme tritiée car elles sont quiescentes (Figure 27C) Après 
20 heures de stimulation par le sérum, les HIEC sh contrôle commencent à incorporer 
la thymidme alors que les HIEC shE2F4#l amorcent à peine leur synthèse d'ADN 
Comme prévu, les HIEC shE2F4#2 affichent des niveaux d'incorporation 
intermédiaires Sur une période de 36 heures, on constate qu'a tous les temps, les 
cellules qui expriment les niveaux les plus faibles de E2F4 incorporent beaucoup 
moins la thymidme tritiée que les HIEC sh contrôle De plus, les cellules shE2F4#2, 
qui expriment des niveaux intermédiaires de E2F4, incorporent plus de thymidme 
tritiée que les shE2F4#l en tout temps (Figure 27C) Cette expérience établit que la 
transition Gl/S dans les cellules shE2F4 est retardée 
Afin de démontrer comment E2F4 affecte l'entrée en phase S, nous avons 
procède à des immunobuvardages de différentes protéines connues pour intervenir 
dans la transition Gl/S Dans un premier temps, nous avons effectué des 
immunobuvardages sur des extraits cellulaires provenant de cellules HIEC parentales, 
de populations sh contrôle et shE2F4#l Nous avons confirmé que les niveaux 
d'expression de la protéine E2F4 ne sont aucunement altérés par l'infection 
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FIGURE 28 : LA PERTE D'EXPRESSION DE E2F4 ALTERE 
L'EXPRESSION DE PROTÉINES IMPORTANTES POUR LE CONTRÔLE 
DE LA TRANSITION Gl/S 
Des cellules HIEC non infectées et des populations sh contrôle et shE2F4#l 
asynchrones ont été lysées Les extraits protéiques sont migres sur des gels 
d'électrophorèse SDS-PAGE Les protéines ont été transférées sur des membranes de 
PVDF Par la suite, les membranes sont incubées en présence d'anticorps spécifiques 
pour détecter les niveaux d'expression de différentes protéines connues pour réguler 
la progression dans le cycle cellulaire et la transition Gl/S Les immunobuvardages 
sont représentatifs des résultats obtenus pour 6 expériences indépendantes 
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lentivirale lorsqu'on compare les niveaux d'expression de E2F4 entre les HIEC et la 
population sh contrôle (Figure 28) Par ailleurs, dans la population shE2F4#l, on 
observe une diminution importante de l'expression de la cycline Dl, de cdk2 et de la 
cycline A On remarque aussi que les shARN sont spécifiques à E2F4 car les niveaux 
d'expression de E2F1 et de E2F5 ne sont pas modulés au niveau protéique (résultat 
non montré pour E2F5) De plus, les niveaux d'expression de l'ARNm de E2F1 ne 
sont pas affectés (résultat non montré) Nous avons aussi évalué les niveaux 
d'expression de c-myc, un facteur de transcription très important pour la prolifération 
cryptale intestinale (PINTO et al, 2003) Or, nous avons constate que c-myc est 
fortement diminué dans les cellules qui sous-expnment E2F4 (Figure 28) Par 
ailleurs, on note une réduction des niveaux d'expression de Skp2, une ubiquitine 
hgase qui régule les niveaux d'expression de plusieurs protéines au cours de la 
transition Gl/S tels que p21, p27, les cychnes A et D, E2F1, c-myc (BORNSTEIN et 
al, 2003 , CARRANO et al, 1999 , NAKAYAMA et al, 2000 , MARTI et al, 1999 
, VON DER LEHR et al, 2003) (Figure 28) On note aussi une réduction de 
l'expression de Cdc25A, un activateur important des Cdks (RUDOLPH, 2007) Nous 
dénotons également une augmentation de l'expression des inhibiteurs de l'activité des 
complexes cychnes/Cdk soit p21 et p27 dans la population shE2F4#l 
comparativement aux HIEC parentales et HIEC sh contrôle (Figure 28) La réduction 
de la prolifération observée et la cinétique d'entrée retardée en phase S est donc liée à 
une diminution des niveaux d'expression de nombreux régulateurs positifs de la 
transition Gl/S et par l'induction des inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et p27 De 
manière intéressante, aucune des protéines ou des ARNm mesurées dans le contexte 
des cellules qui expriment des niveaux réduits de E2F4 ne se retrouve dans la liste des 
gènes modulés dans les micropuces d'ADN avec les HIEC GFP-E2F4-NLS excepté 
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E2F4 Cela laisse sous-entendre que la régulation de l'expression de nombreux gènes 
pourrait se faire de manière indirecte Étant donne que E2F4 influence l'expression 
de c-myc ou de p53, des gènes qui eux-mêmes contrôlent l'expression de plusieurs 
autres gènes, il n'est pas étonnant de voir des différences entre les gènes induits par 
E2F4 et ceux qui sont réprimés II est clair que d'autres études plus raffinées 
permettraient d'identifier des gènes qui répondent de façon plus serrée au contrôle 
transcnptionnel de E2F4 Étant donné que E2F4 est un facteur de transcription, nous 
avons également regardé si les effets observés sont imputables à une modulation de la 
transcription Par exemple, les gènes de la thymidine kinase et cdcô, connus pour 
posséder des éléments de réponse aux E2F présents dans leurs promoteurs, ont été 
également analysés lors de notre étude (PUSCH et al, 1997 , ROBLES et al, 2002) 
Des PCR quantitatifs en temps réel ont donc ete faits pour mesurer les niveaux de 
transcrits de ces gènes dans les HIEC et les populations sh contrôle ainsi que 
shE2F4#l Les niveaux d'ARNm sont normalisés par rapport au niveau de l'ARNm 
de TBP, un gène de référence dont les niveaux ne varient pas entre les différentes 
populations analysées Les niveaux d'ARNm des différents transcrits sont fixés de 
façon arbitraire a 1 pour les HIEC parentales et les variations des populations sont 
mesurées par rapport à elles Nous avons quantifié dans un premier temps la 
diminution des niveaux de transcrits de E2F4 (Figure 29) 
Tout comme pour les niveaux protéiques observés en immunobuvardage dans 
la figure 24, les niveaux d'ARNm de E2F4 ne sont pas altérés entre les HIEC et le sh 
contrôle (0 96±0 2 sh contrôle) La population shE2F4#l n'exprime plus que 
22%±0 5 des niveaux du transcrit de E2F4 mesuré dans les HIEC parentales (Figure 
29) Nous avons aussi observé une réduction significative de l'expression des ARNm 
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de la cycline Al (0 52±0 08), de cdcô (0 32±0 13), de la thymidine kinase (0 54 
±0 16) et de c-myc (0 62±0 09) dans la populations shE2F4#l comparativement aux 
HIEC parentales Aucune modulation statistiquement significative dans l'expression 
de ces gènes n'a été notée entre les HIEC et la population sh contrôle Nous avons 
également mesure l'expression de l'ARNm de p21 (Figure 29) Ce dernier est un 
gène connu pour posséder des éléments de réponse aux E2F (HIYAMA et al, 1998) 
Nous avons noté une modeste augmentation de l'expression du transcrit de p21 de 
1 72 fois dans la population HIEC sous-exprimant E2F4 
3.12 LA CYCLINE A EST UNE CIBLE TRANSCRIPTIONNELLE DE E2F4 
La diminution de l'expression de la cycline A autant au niveau protéique 
qu'au niveau de l'ARNm a particulièrement retenu notre attention Des travaux 
antérieurs au laboratoire ont montré que dans l'épithéhum intestinal fœtal humain, 
âge de 18 semaines, E2F4 est exprime dans le noyau des cellules prohfératives de la 
crypte intestinale (DESCHÊNES et al, 2004) Or, des immunofluorescences 
indirectes dirigées contre la cycline A dans l'épithéhum fœtal humain de 18 semaines 
montrent clairement que les cellules qui expriment fortement E2F4 dans le 
compartiment nucléaire sont également positives pour un signal pour la cycline A 
dans le noyau (Figure 30A) Pour étayer ce résultat, des essais luciférase ont 
démontré que la cycline A est une cible transcnptionnelle de E2F4 lors d'expériences 
d'expression ectopique chez des cellules HIEC transfectées soit avec le vecteur vide 
pcDNAnéo3 ou contenant E2F4 ou pi30 et un gène rapporteur cycline A-luciférase 
En effet, quand les cellules sont transfectées avec le plasmide contenant E2F4, on 
observe une augmentation de l'activité du gène rapporteur de 5 2 fois Si en plus de 
E2F4, pl30, le principal partenaire d'interaction de E2F4 dans la famille des "pocket 
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FIGURE 30 : EXPRESSION DE LA CYCLINE A ET DE E2F4 DANS 
L'ÉPITHÉLIUM FŒTAL INTESTINAL HUMAIN ET EFFET DE LA 
SUREXPRESSION DE E2F4 SUR L'EXPRESSION DE LA CYCLINE A 
A) Immunofluorescence indirecte réalisée contre la cychne A et E2F4 dans des 
sections consécutives congelées d'épithéhum fœtal intestinal humain âgé de 18 à 20 
semaines Les cryptes sont dans le bas de l'image alors que les villosités sont dans la 
partie supérieure B) Des cellules HIEC parentales prohfératives sont transfectées 
avec soit 0 1 jig de vecteur vide pcDNAnéo3, 0 1 ug de vecteur pcDNAnéo3 
contenant F2F4 ou pi 30 et 0 1 [ig du gène rapporteur cychne A-luciférase Deux 
jours après la transfection, les cellules sont lysees et l'activité luciférase est mesurée 
L'induction de l'activité luciférase est mesurée par rapport à celle mesurée dans les 
HIEC transfectées avec le vecteur vide dont les niveaux ont été fixés de façon 
arbitraire a 1 Les résultats représentent la moyenne ± écart-type de trois expériences 
indépendantes * signifie que le résultat est statistiquement significatif 
comparativement au niveau mesuré dans les HIEC transfectées avec le vecteur vide 
(test t de Student P<0 05 et ** est statistiquement différent des HIEC transfectées 
avec le vecteur pcDNAneo3-E2F4 et P<0 01 
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proteins", est cotransfecté, on remarque une diminution de l'activité à 2 fois (Figure 
30B) Les résultats obtenus en immunobuvardage, en PCR quantitatif, en 
îmmunofluorescence et en essais luciférase suggèrent donc fortement que la cychne 
A est un gène cible de E2F4 
3.13 IMPACT DE LA DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE E2F4 DANS 
LES LIGNÉES CELLULAIRES CANCÉREUSES COLORECTALES 
Les résultats obtenus dans les cellules épithéhales intestinales normales nous 
ont poussés à vérifier l'impact de la diminution de l'expression de E2F4 dans 
différentes lignées cellulaires cancéreuses colorectales Nous avons donc choisi les 
lignées cellulaires bien établies Caco-2/15 et HCT-116 Ces deux lignées ont été 
sélectionnées en raison de leur statut au niveau des gènes associes à l'instabilité des 
microsatellites et celui de p53 La lignée cellulaire Caco-2/15, modèle bien connu de 
différenciation entérocytaire, est utilisée car elle ne présente pas d'instabilité des 
microsatelhtes Par contre, les HCT-116 ont des gènes de mésappariement de l'ADN 
comme hMLHl mutés et les microsatelhtes sont extrêmement instables Les Caco-
2/15 expriment une forme mutée de p53 alors que les HCT-116 expriment une forme 
sauvage Nous avons donc infecté ces deux lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales soit avec les lentivirus qui expriment des shARN spécifiques contre 
E2F4 ou un sh contrôle (réalisé à partir de la séquence du shE2F4#l) ainsi qu'avec le 
vecteur vide Les cellules infectées ont ensuite été sélectionnées sur une période de 
10 jours avec la blasticidine S et les extraits cellulaires réalisés pour confirmer la 
diminution de l'expression de E2F4 L'immunobuvardage indique que le lentivirus 
shE2F4#l, le même utilisé que pour les HIEC, est encore le plus efficace pour réduire 
l'expression de E2F4 autant dans les Caco-2/15 que dans les HCT-116 (Figure 31 A) 
Le shE2F4#2 arbore un niveau de réduction intermédiaire entre le sh contrôle et le 
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FIGURE 31 : LA DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE E2F4 DANS 
LES CACO-2/15 RALENTIT LA PROLIFÉRATION, MODULE 
L'EXPRESSION DE RÉGULATEURS DU CYCLE CELLULADŒ ET 
DIMINUE LA FORMATION DES COLONIES EN AGAR MOU 
A) Des cellules Caco-2/15 ont été infectées avec des lentivirus qui expriment soit un 
shARN contrôle ou des shARN dirigés spécifiquement contre E2F4 Après la 
sélection avec la blasticidine S pour une période de 10 jours, des lysats cellulaires ont 
été faits pour valider par immunobuvardage la diminution de l'expression de E2F4 (N 
=3) B) Les courbes de prolifération ont été réalisées pour mesurer l'impact de la 
diminution de l'expression de E2F4 dans les populations générées à partir des Caco-
2/15 Les populations Caco-2/15 infectées soit avec le vecteur vide, le sh contrôle ou 
les deux shE2F4 ont été ensemencées en nombre égal et comptées avec un 
hématimètre à tous les jours pour une période de 6 jours N=3 et tous les points ont 
été faits en triphcatas C) Les lysats cellulaires ont été effectués sur des Caco-2/15 sh 
contrôle et shE2F4#l asynchrones et les extraits protéiques ont été analysés par 
immunobuvardage avec des anticorps spécifiques contre c-myc, p21 et Pactine (N 
=3) D) Des cellules Caco-2/15 ensemencées à 20 000 cellules/puits ont été cultivées 
en agar mou 0 6% pour une période de 3 semaines Les colonies vivantes formées 
ont été révélées par coloration au MTT et dénombrées par analyse informatique avec 
le logiciel ImageJ La taille des colonies a été mesurée avec le même logiciel * 
signifie que le résultat est statistiquement significatif comparativement au niveau 
mesuré dans les HIEC sh contrôle (test t de Student) et P<0 05 alors que ** est aussi 
statistiquement différent des HIEC sh contrôle et P<0 01 N=3 et les comptes ont été 
faits en triphcatas 
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shE2F4#l Nous avons par la suite mesuré l'impact de la diminution de l'expression 
de E2F4 dans ces deux lignées cellulaires sur la prolifération en réalisant des courbes 
de prolifération Pour les Caco-2/15, nous avons comparé les populations infectées 
avec le vecteur vide, le sh contrôle, et les deux populations exprimant le shE2F4 #lou 
shE2F4#2 Dans un premier temps, on constate que la population sh contrôle et la 
population vecteur vide se comportent de façon similaire, les différences observées ne 
sont pas statistiquement significatives Par contre, on constate que les cellules qui 
sous-expnment E2F4 prolifèrent moins vite et cette réduction corrèle avec le degré de 
réduction de l'expression de E2F4 (Figure 31B) Ainsi, la population Caco-2/15 
shE2F4#l montre une réduction de près de 50% de la prolifération comparativement 
aux cellules Caco-2/15 sh contrôle (Figure 31B) À l'instar des HIEC, des 
immunobuvardages dévoilent que des gènes importants dans le contrôle de la 
prolifération cellulaire intestinale sont affectés par la réduction des niveaux 
d'expression de E2F4 dans les populations Caco-2/15 Nous avons ainsi observé une 
diminution de l'expression de c-myc, un régulateur positif important de la 
prolifération cryptale intestinale (Figure 31C) (BETTESS et al, 2005) On note 
également une induction de l'expression de p21, un inhibiteur du cycle cellulaire 
(Figure 31C) L'observation de ce ralentissement nous a également poussés à vérifier 
la capacité des cellules Caco-2/15 à former des colonies en agar mou Après 3 
semaines de culture, les colonies vivantes ont été dénombrées par une coloration au 
MTT Peu de colonies se forment avec les Caco-2/15 avec 43 colonies en moyenne 
formées dans les plaques ensemencées avec les Caco-2/15 sh contrôle versus les 29 
colonies en moyenne retrouvées chez les Caco-2/15 shE2F4#l (Figure 31D) La 
différence est statistiquement significative (test t de Student) Nous avons également 
remarqué aussi que les colonies formées sont plus petites dans la population qui sous-
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exprime E2F4 Si on fixe à 1 la taille des colonies formées avec les Caco-2/15 sh 
contrôle, on remarque une réduction de la taille des colonies shE2F4#l de 49% 
(Figure 31E) Par conséquent, la réduction des niveaux d'expression de E2F4 chez 
les Caco-2/15 induit un ralentissement de la prolifération et une diminution de la 
capacité a proliférer en indépendance d'ancrage 
3 14 IMPACT DE LA DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE E2F4 DANS 
LA LIGNÉE CELLULAIRE COLORECTALE CANCÉREUSE HCT-116 
Les niveaux d'expression de E2F4 ont été mesurés dans des HCT-116 non 
infectées, sh contrôle et shE2F4 Les immunobuvardages démontrent clairement la 
diminution de l'expression de E2F4 dans la population shE2F4#l La réduction est 
intermédiaire pour la population shE2F4#2 Par ailleurs, on ne voit pas de différence 
significative entre les HCT-116 non infectées et la population sh contrôle (Figure 
32A) Les courbes de prolifération ont été faites sur les différentes populations HCT-
116, les cellules ont été comptées à tous les jours sur une période de 6 jours A priori, 
on observe dans cette lignée cellulaire un effet moins prononcé sur la prolifération 
cellulaire que dans les Caco-2/15 (Figure 32B) Une réduction de la prolifération 
cellulaire de l'ordre de 40% est notée pour les HCT-116 shE2F4#l comparativement 
au sh contrôle La population shE2F4#2 ayant un niveau intermédiaire d'efficacité 
prolifère un peu moins vite que la population sh contrôle mais pas autant que la 
population shE2F4#l (Figure 32B) Des expériences de croissance en agar mou ont 
été faites avec les différentes populations de HCT-116 Tout d'abord, le nombre de 
colonies mesuré est beaucoup plus important que celui enregistre avec les Caco-2/15 
Les HCT-116 sh contrôle forment en moyenne 309±86 colonies après seulement une 
semaine de culture alors que les HCT-116 shE2F4#l en font 227±56 (Figure 32C) 
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FIGURE 32 : LA DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE E2F4 DANS 
LES HCT-116 INDUIT UN RALENTISSEMENT DE LA PROLD7ÉRATION 
ET RÉDUIT LA CAPACITÉ À FORMER DES COLONIES EN AGAR MOU 
A) Des cellules HCT-116 ont été infectées avec des lentivirus qui expriment soit un 
shARN contrôle ou des shARN dirigés spécifiquement contre E2F4 Après la 
sélection avec la blasticidine S pour une période de 10 jours, les lysats cellulaires ont 
été faits pour valider par immunobuvardage la diminution de l'expression de E2F4 
L'actine montre que des niveaux égaux de protéine ont été chargés dans les puits 
(N=3) B) Les courbes de prolifération ont été faites pour mesurer l'impact de la 
diminution de l'expression de E2F4 dans les populations HCT-116 shE2F4 Les 
populations HCT-116 infectées soit avec le sh contrôle ou les deux populations qui 
expriment des niveaux réduits de E2F4 ont été ensemencées en nombre égal et 
comptées avec un hématimètre à tous les jours pour une période de 6 jours N=3 et 
les décomptes sont en faits en triphcatas C) Des cellules HCT-116 ensemencées à 
5000 cellules/puits ont été cultivées en agar mou 0 6% pour une semaine Les 
colonies vivantes formées ont été révélées par coloration au MTT et dénombrées par 
analyse informatique avec le logiciel ImageJ * signifie que le résultat est 
statistiquement significatif comparativement au niveau mesuré dans les HIEC sh 
contrôle (test t de Student) et P<0 05 N =3 et les comptes sont faits en triphcatas 
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On s'aperçoit également que les HCT-116 qui sous-expnmant E2F4 forment des 
colonies qui sont 1/3 plus petites que celles mesurées chez les sh contrôle (Figure 
32D) On constate donc, que peu importe le statut de l'instabilité des microsatelhtes 
dans les lignées cellulaires étudiées ou le statut de p53, la réduction des niveaux de 
E2F4 entraîne un ralentissement de la prolifération 
3 15 L'EXPRESSION ET LA LOCALISATION DE E2F4 DANS LES 
TISSUS COLORECTAUX CANCÉREUX HUMAINS 
Nous avons approfondi notre étude sur d'autres lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales pour savoir si la surexpression de E2F4 est une caractéristique commune 
à toutes les lignées cellulaires cancéreuses colorectales Nous avons donc fait des 
immunobuvardages en utilisant notamment des HIEC, notre lignée cellulaire normale 
non immortalisée comme contrôle Des extraits cellulaires ont par la suite confirmé 
la surexpression de E2F4 dans les Caco-2/15 et les HCT-116 comme montré 
auparavant Nous montrons également pour la première fois que E2F4 est surexpnmé 
dans toutes les lignées cancéreuses analysées soient les DLD-1, les Colo205, les HT-
29, les LoVo ainsi que les T84 (Figure 33A) E2F4 est surexpnmé dans les lignées 
cellulaires cancéreuses dérivant soit de carcinomes ou d'adénocarcinomes Nous 
avons poussé nos analyses plus loin en évaluant les niveaux d'expression de E2F4 et 
de sa cible la cychne A dans des biopsies humaines issues d'une banque de tissus 
contenant des échantillons de cancers colorectaux et le tissu normal avoisinant la 
tumeur d'une trentaine de patients La figure 33B présente un immunobuvardage 
représentatif obtenu chez cinq patients On remarque que E2F4 est surexpnmé dans 
le tissu cancéreux comparé à sa contrepartie normale De plus, dans ces mêmes tissus 
cancéreux, les niveaux élevés de E2F4 sont corrélés avec une augmentation de 
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Côlon contrôla normal Tumaur colorectala 
FIGURE 33 : E2F4 EST SUREXPRIMÉ DANS LES LIGNÉES 
CANCÉREUSES COLORECTALES HUMAINES ET DANS LES TUMEURS 
HUMAINES COLORECTALES 
A) Des immunobuvardages contre E2F4 ont été réalisés sur des extraits cellulaires de 
différentes lignées cellulaires cancéreuses colorectales Les HIEC ont servi de lignée 
cellulaire normale de référence (N=3) B) Des extraits protéiques ont été faits à partir 
de spécimens paires de tissu normal avoismant la tumeur (N) et la tumeur (T) et 
1 expression de E2F4 et de la cycline A ont été mesurées par immunobuvardage La 
membrane de PVDF, colorée au Rouge Ponceau, a servi de contrôle pour la quantité 
de protéines chargées dans chaque puits (N=30) C) Expression de E2F4 et de la 
cyclme A dans 30 spécimens paires (marge de résection et tumeurs) Les niveaux 
d'expression de chaque protéine ont été normalisés par rapport à l'intensité du 
marquage au Rouge de Ponceau et à l'intensité d'un échantillon référence de HIEC 
résultant en une valeur sans dimension (unité arbitraire) Les niveaux d'expression de 
E2F4 et de la cyclme A dans les marges de résection versus le tissu normal ont été 
analysés avec le test / paire *** signtfîcativement différent P<0 001 du contrôle 
normal (N=3Q) D) Immunofluorescence indirecte contre E2F4 dans des tissus 
congelés provenant de côlon normal et de la tumeur correspondante prélevés chez un 
patient N correspond au tissu normal alors que T représente la tumeur (N=3) 
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l'expression de la cycline A En fait, sur les 30 spécimens à notre disposition, on 
observe une augmentation statistiquement significative de l'expression de E2F4 dans 
24 cas sur 30 (P<0 0001) lorsque les niveaux d'expression de E2F4 sont normalisés 
avec l'intensité du marquage au rouge Ponceau pour chaque lysat et le niveau 
d'intensité du rouge Ponceau pour un lysat cellulaire de HIEC comme point de 
référence (Figure 33C) En ce qui a trait à la cyclme A, on dénote une augmentation 
des niveaux d'expression de la cycline A dans les tissus cancéreux par rapport au 
tissu normal avoisinant la tumeur dans 25 cas sur 30 (PO 0001) 
Afin de vérifier où E2F4 est surexpnmé dans la tumeur colorectale, soit au 
niveau de la composante épithehale, mésenchymateuse ou autre de la tumeur, nous 
avons évalué la localisation de E2F4 dans les biopsies de tumeurs colorectales 
humaines Une immunofluorescence indirecte révèle que dans le tissu normal, on 
détecte un signal tout le long de la crypte côlonique avec une intensité plutôt égale 
entre le noyau et le cytoplasme est présente (Figure 33D) Cependant, à la base de la 
crypte, on aperçoit quelques cellules, probablement les cellules prolifératives, où le 
signal pour E2F4 est majoritairement nucléaire Pour ce qui est de la tumeur 
colorectale, on voit que le niveau général de fluorescence est plus élevé dans la partie 
épithehale de la tumeur (figure 33D) On note aussi beaucoup plus de cellules qui 
expriment E2F4 dans le noyau des cellules tumorales Ces expériences démontrent 
donc que E2F4 est surexpnmé et nucléaire dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines 
Nous avons aussi vérifié l'expression de E2F4 dans le modèle de souris 
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FIGURE 34 : E2F4 EST SUREXPRIMÉ DANS LES POLYPES ET SE 
LOCALISE DE FAÇON PRÉFÉRENTIELLE DANS LE NOYAU DES 
POLYPES DES SOURIS AP(f,N* 
A) Des souris APC1*'"1* ont été sacrifiées et les tissus inclus dans l'OCT et congelés 
dans l'azote liquide Les tissus ont été coupés à une épaisseur de 2-3 um et étalés sur 
des lames de verre recouvertes de silane, séchées 1 heure à la température de la pièce 
et préservées à -80°C Des immunofluorescence indirectes faites avec E2F4 contre 
des sections congelées de tissus normaux avoisinant le polype et le polype ont été 
faites et analysées par microscopie (N=3) B) Du tissu normal adjacent et des polypes 
ont été prélevés sur des souris APCMnv' Des extraits protéiques ont été réalises et 
migres sur gel SDS-PAGE, transférés sur des membranes de PVDF puis incubés en 
présence des anticorps spécifiques contre E2F4 et TBP Les niveaux d'expression de 
TBP démontrent que des quantités égales de protéines ont été chargées dans les puits 
(N=3) 
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représentent un modèle d'étude de choix pour étudier l'initiation de la tumongenèse 
intestinale (TAKETO & EDELMANN, 2009) En effet, l'utilisation de ce modèle 
munn permet d'étudier les événements précurseurs au développement des adénomes 
(KIM et al, 1993) Dans une immunofiuorescence indirecte faite contre E2F4 dans 
des tissus intestinaux provenant de ces souris, on observe dans le tissu côlonique, un 
signal faible dans le cytoplasme (Figure 34A) Cependant, on voit quelques cellules à 
la base de la crypte qui expriment fortement E2F4 dans le noyau On suppose que ces 
cellules sont prohfératives tel que démontré auparavant (DESCHÊNES et al, 20004) 
Cependant, au niveau du polype, on voit clairement une augmentation du niveau 
d'immunofiuorescence et le signal se localise principalement au niveau du noyau des 
cellules des polypes étudiés (Figure 34A) Les résultats ont été confirmés par 
immunobuvardage On remarque les niveaux d'expression plus élevés de E2F4 dans 
trois polypes différents comparativement aux niveaux mesurés dans les tissus 
normaux appariés (Figure 34B) Ce résultat suggère donc que dès le début du 
processus d'initiation tumorale dans l'intestin, E2F4 est déjà surexpnmé et localisé de 
manière préférentielle au noyau 
3.16 E2F4 ET LA SÉNESCENCE CELLULAIRE DANS LES HIEC 
Quelques évidences dans la littérature mettent en évidence le rôle des facteurs 
de transcription E2F dans le contrôle des processus qui mènent à la sénescence 
cellulaire (DIMRI et al, 1994 , DEVIRI et al, 2000 , AFSHARI et al, 1996 , 
BANDYOPADHY & MEDRANO, 2000 , NARITA et al, 2003) Nous avons donc 
fait le suivi des cellules HIEC sh contrôle et shE2F4#l au fil des passages pour 
déterminer si les caractéristiques morphologiques de la sénescence apparaissaient 
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plus rapidement Après plusieurs passages, on a remarqué que les cellules HIEC 
shE2F4#l devenaient beaucoup plus grosses et qu'elles présentaient une morphologie 
aplatie, très étalée (Figure 3 5A) Nous avons donc procédé à des expériences de 
détection de l'activité P-galactosidase à pH 6 0, un marqueur classique de la 
sénescence (DIMRI et al, 1995) Nous avons constaté qu'à passage équivalent, les 
cellules HIEC sh contrôle ne marquent que très sporadiquement pour l'activité P-
galactosidase alors que les HIEC shE2F4#l sont beaucoup plus fréquemment 
positives pour ce marquage (figure 3 5A) Nous avons quantifié ce marquage en 
dénombrant les cellules bleutées, positives pour l'activité P-galactosidase, dans 
plusieurs champs par microscopie par contraste de phase Ainsi, pour des HIEC 
parentales a passage 17, un très faible niveau de sénescence est mesurée, a peine 
3 7%±0 9 (Figure 35B) Cette tendance s'accroît lentement au fil des passages Les 
HIEC parentales à passage 23 ont près du double de cellules sénescentes avec 
6 2%±3 Les HIEC sh contrôle p23 se comportent de la même manière que les HIEC 
parentales avec 7,6%±1 4 Aucune différence statistiquement significative n'est 
notée Pour ce qui est des HIEC shE2F4#l à passage 23, on note une augmentation 
forte du marquage pour la P-galactosidase avec près du quart des cellules positives 
(24%±3) (Figure 35B) À des passages beaucoup plus tardifs, le marquage de la P-
galactosidase prend de l'ampleur Les HIEC sh contrôle à passage 32 démontrent 
plus de cellules sénescentes avec 21 4%±4 alors que les HIEC qui sous-expnment 
E2F4 sont positives à plus de 46%±9 (Figure 35B) Ces résultats indiquent que les 
cellules HIEC qui expriment des niveaux réduits de E2F4 présentent des 
caractéristiques morphologiques et biochimiques de la sénescence cellulaire qui 
apparaissent beaucoup plus rapidement que dans la population sh contrôle Des 
expériences de décomptes cellulaires ont permis de calculer le nombre de doublement 
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FIGURE 35 : CARACTÉRISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET 
BIOCHIMIQUES DE LA SÉNESCENCE DANS DES CELLULES SOUS-
EXPRIMANT E2F4 
A) Les HIEC sh contrôle et shE2F4#l ont été fixées dans une solution de 
formaldéhyde 3 7% et incubées en présence de X-gal pendant 12 heures pour détecter 
l'activité p-galactosidase nucléaire à pH 6,0, un marqueur de sénescence Les HIEC 
ont été observées en microscopie par contraste de phase pour évaluer la morphologie 
et détecter la coloration associée à îa sénescence Les flèches noires indiquent les 
cellules qui sont positives pour la p-galactosidase (N=3) B) Quantification de la 
détection de l'activité P-galactosidase dans les HIEC parentales. HIEC sh contrôle et 
HIEC shE2F4 à différents passages Les résultats sont la moyenne ± écart-type pour 
400 cellules minimum par expérience ** signifie que la différence est statistiquement 
significative avec les HIEC pl7 p<0 01 alors que pour *** p<0 0005 avec les HIEC 
sh contrôle p32 tt signifie que la différence est statistiquement significative avec les 
HIEC pl7 et p<0 05 Représentatif de 3 expériences indépendantes et chaque mesure 
est faite en tnphcatas 
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des populations analysées soit les HIEC sh contrôle et les HIEC shE2F4#l On voit 
donc qu'au fil du temps, la population shE2F4 prend beaucoup plus de temps pour 
doubler sa population que la population sh contrôle (Figure 36A) En fait, au jour 9 
post-ensemencement, on remarque une nette diminution du nombre de doublement 
La capacité de prolifération des HIEC shE2F4#l est donc moins importante que celle 
des HIEC sh contrôle (Figure 36A) Cette expérience, combinée avec les résultats 
obtenus avec les marquages à la P-galactosidase, suggère que les HIEC shE2F4#l 
sont plus rapidement affectées par la sénescence cellulaire que les cellules contrôles 
Nous avons donc entrepris de vérifier si des cibles moléculaires importantes pour la 
mise en branle du programme de sénescence cellulaire sont sollicitées Nous avons 
donc fait des immunobuvardages contre pl6 et p53, des protéines importantes pour le 
contrôle de la sénescence cellulaire (ALCORTA et al, 1996 , DI LEONARDO et al, 
1994) Des lysats cellulaires ont été réalisés sur des cellules HIEC sh contrôle p28 et 
shE2F4#l p27 En fait, les extraits sont faits dès que des changements 
morphologiques significatifs associés à la sénescence cellulaire sont observés On 
constate une induction de l'expression de p53 ainsi qu'une augmentation de la 
phosphorylation sur la senne 15 de p53 dans les HIEC qui sous-expnment E2F4 
(Figure 36B) Il est donc clair que p53 est stabilisé et probablement 
transcnptionnellement actif dans les HIEC shE2F4#l en processus de sénescence 
Nous notons également une induction forte de l'expression de pi6, un inhibiteur du 
cycle cellulaire (Figure 36B) Son expression élevée est un indicateur classique de 
sénescence cellulaire dans les cellules épithéhales (HARA et al, 1996) Nous avons 
aussi vérifié le niveau des transcrits de deux gènes qui interviennent dans le processus 
de sénescence cellulaire soit Yostéonectine et pl4ARF (Figure 36C) Des extraits 
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FIGURE 36 : DIMINUTION DU NOMBRE DE DOUBLEMENTS 
CELLULAIRES ET EXPRESSION DE MARQUEURS DE SÉNESCENCE 
DANS LES CELLULES QUI SOUS-EXPRIMENT E2F4 
A) Des HIEC sh contrôle et shE2F4#l ont été ensemencées à 200 000 cellules/puits 
Avant chaque passage, les cellules ont été comptées avec un hématimètre et 
réensemencées à la même concentration Le nombre de doublements de population a 
été calculé et mis en fonction du temps écoulé depuis l'ensemencement initial N=3 et 
les mesures sont faites en triphcatas B) Des HIEC sh contrôle et shE2F4#l dont les 
premiers signes morphologiques de la sénescence apparaissent ont été lysées et les 
extraits protéiques analysés par immunobuvardage avec des anticorps spécifiques 
contre p53, p53 phosphorylé sur la senne 15, pi 6 et l'actme (N=3) C) Des extraits 
d'ARN ont été réalisés sur des HIEC sh contrôle et sh E2F4#1 à passage 30 Des 
PCR quantitatifs en temps réel ont été faits avec des amorces spécifiques pour pi4ARr 
et Y ostéonectine, des marqueurs moléculaires de sénescence cellulaire Le niveau 
relatif des ARNm a été calculé par la méthode de la courbe standard et les niveaux 
sont normalisés par rapport au niveau du gène de référence TBP *** signifie que les 
résultats sont statistiquement significatifs par rapport au niveau mesure dans les HIEC 
contrôle (P<0 001) avec le test t de Student N=3 et les mesures sont faites en 
triphcatas 
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Les niveaux des transcrits dans les HEEC sh contrôle ont servi de point de référence 
fixé de façon arbitraire à 1 On observe dans ces extraits une élévation des niveaux 
des ARNm depl4ARF et de Vostéonectine de respectivement 1 96 fois pour pi 4ARF et 
de 3 5 fois pour ce qui est de Vostéonectine (Figure 36C) Il est donc clair avec ces 
expériences que des marqueurs moléculaires de sénescence cellulaire sont induits 
plus rapidement et plus fortement dans les cellules HIEC qui sous-expnment E2F4 
3.17 LA SÉNESCENCE CELLULAIRE DANS LES LIGNÉES 
CELLULAIRES CANCÉREUSES COLORECTALES HUMAINES 
CACO-2/15 ET HCT-116 
Avec ces résultats pour les HIEC, nous avons utilisé les lignées cellulaires 
cancéreuses sélectionnées auparavant, les Caco-2/15 et les HCT-116, et déterminer si 
la diminution de l'expression de E2F4 dans ces lignées entraînait aussi la sénescence 
cellulaire Les deux lignées cellulaires sont maintenues en culture pour une très 
longue période de temps Des expériences de détection de l'activité de la 0-
galactosidase ont donc été réalisées sur les populations sh contrôle et shE2F4#l pour 
les Caco-2/15 et les HCT-116 Ainsi, on note que dans les Caco-2/15, quelques 
cellules sont positives pour l'activité p-galactosidase après les avoir maintenues en 
culture jusqu'à passage 47 alors qu'on n'en observe pas pour les Caco-2/15 sh 
contrôle (Figure 37A) Cependant, pour les HCT-116, nous n'avons jamais pu 
détecter de cellules sénescentes même après plus d'une cinquantaine de passages 
Des extraits d'ARNs ont été faits sur les populations Caco-2/15 sh contrôle et 
shE2F4#l pour évaluer si les marqueurs moléculaires de sénescence étaient 
détectables II faut se rappeler que la protéine p53 est mutée dans les Caco-2/15 et 
l'expression de pl6 est extrêmement faible en raison de la méthylation du promoteur 
(GUAN et al, 1999 , GARTEL et al, 2003 , HENTOSH et al ,2001) Ainsi, nous 
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FIGURE 37 : DÉTECTION DE L'ACTIVITÉ B-GALACTOSIDASE AINSI 
QUE MESURE DE L'EXPRESSION DE PAI-1 ET DE KLOTHOfi DANS LA 
LIGNÉE CANCÉREUSE COLORECTALE CACO-2/15 QUI SOUS-EXPRIME 
E2F4 
A) Les Caco-2/15 sh contrôle et shE2F4#l à passage 47 ont été fixées dans une 
solution de formaldéhyde 3 7% et incubées en présence de X-gal pendant 12 heures 
pour détecter l'activité p-galactosidase nucléaire à pH 6 0 Les cellules ont été 
observées en microscopie par contraste de phase pour évaluer la morphologie et 
observer la coloration associée à la sénescence Les flèches noires indiquent les 
cellules qui sont positives pour la coloration associée à la sénescence (N=3) B) Des 
extraits d'ARN ont été faits sur des cellules Caco-2/15 sh contrôle et shE2F4#l 
jeunes (passage 20) et plus vieilles (passage 45) Les ADNc ont été faits et des 
amorces spécifiques pour PAI-1, le gène d'intérêt et RPLPO, le gène de référence ont 
été utilises pour faire des PCR et détecter la présence de ces transcrits (N=2) C) Des 
attraits d'ARN ont été réalisés sur des Caco-2/15 sh contrôle et sh E2F4#1 à passage 
44 Des PCR quantitatifs en temps réel ont été réalisés avec des amorces spécifiques 
pour Kîotho fi Le niveau relatif des ARNm a été calculé par la méthode de la courbe 
standard et les niveaux sont normalisés par rapport au niveau du gène de référence 
TBP ** signifie que les résultats sont statistiquement significatifs par rapport au 
niveau mesuré dans les Caco-2/15 sh contrôle (P<0 01) avec le test / de Student 
Représentatif de deux expériences indépendantes fastes avec des mesures en 
tnplicatas 
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avons plutôt regardé du côté d'autres marqueurs moléculaires connus pour être 
associés à la sénescence cellulaire dans les cellules épithéhales Nous avons détecte 
la présence du transcrit de PAI-1(Plasminogen Achvator Inhibitor-1) dans des 
expériences de RT-PCR Nous avons ainsi constaté que les niveaux d'ARNm de 
PAI-1 sont plus élevés dans la population Caco-2/15 shE2F4#l comparativement au 
niveau observé dans les Caco-2/15 sh contrôle à passage 45 (Figure 37B) En fait, on 
dénote aussi une induction de PAI-1 dans des populations même à faible passage 
(p20) Les niveaux élevés soutenus de PAI-1 sont connus pour favoriser l'entrée en 
sénescence (MU & HIGGINS, 1995) Une micropuce Affymetrix d'ADN réalisée sur 
des extraits cellulaires des deux populations de Caco-2/15 sous-confluentes a montré 
quelques gènes différentiellement régulés entre ces deux populations Par exemple, 
nous avons confirme la modulation de l'expression d'un gène en particulier Ainsi, on 
mesure une diminution de près de 60% de l'expression de l'ARNm de klotho /? dans 
les Caco-2/15 qui sous-expnment E2F4 par rapport aux cellules contrôles (Figure 
37C) En fait, de nombreuses évidences dans la littérature décrivent que ce gène est 
possiblement impliqué dans l'induction de la sénescence dans certains systèmes 
cellulaires (BENVENUTI et al, 2002 , IKUSHIMA et al, 2006 , DE OLIVEIRA, 
2006) Finalement, l'ensemble des observations faites suggère que la diminution de 
l'expression de E2F4 dans les lignées cellulaires épithéhales normales et cancéreuses 




Les premières études sur les facteurs de transcription E2F ont montré qu'ils 
occupent une place centrale dans la régulation de l'entrée en phase S Avec les 
années, le rôle de cette famille s'est considérablement complexifié en étant impliquée 
dans des processus physiologiques variés comme le contrôle de la réparation de 
l'ADN, le développement embryonnaire, la mitose et la différenciation pour ne 
nommer que ceux-ci (POLAGER & GINSBERG, 2008) Leur grande importance est 
soulignée par la littérature scientifique abondante au sujet de cette famille Malgré 
l'utilisation de modèles animaux puissants pour disséquer l'apport de chaque 
membre, il est extrêmement difficile d'imputer un rôle spécifique à un E2F en 
particulier Le fait que certains E2F sont capables de suppléer a l'invalidation d'un 
ou même de deux E2F rend la tâche d'identifier une fonction spécifique à un E2F en 
particulier extrêmement difficile (DE GREGORI & JOHNSON, 2006) 
Nous avons donc travaillé dans le contexte des cellules épithéhales 
intestinales humaines normales et cancéreuses pour mettre en évidence le rôle majeur 
du facteur de transcription E2F4 dans le contrôle de la survie et de la prolifération 
En fait, différents indices suggèrent que E2F4 joue un rôle important dans le maintien 
de la prolifération cryptale intestinale Par exemple, la protéine E2F4 est exprimée 
fortement dans l'épithélium intervillositaire embryonnaire munn et très peu à 
l'extrémité de la villosité et dans le mésenchyme sous-jacent (DAGNINO et al, 
1997) Une autre évidence en faveur du rôle important de E2F4 dans la prolifération 
cryptale intestinale vient du modèle de souris transgénique E2F4 -/- Chez ces souris, 
l'architecture de l'intestin grêle est altérée En fait, les cryptes intestinales sont 
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clairsemées et beaucoup moins développées que dans les souris sauvages De plus, le 
tissu conjonctif de soutien de la muqueuse, la lamina propria, est beaucoup plus 
mince (REMPEL et al, 2000) Parmi toutes les souris dont les gènes E2F sont 
invalidés, la souris E2F4 -/- est le seul modèle murin où des perturbations du 
compartiment prohfératif intestinal sont observées Des travaux antérieurs au 
laboratoire ont montre que la localisation cellulaire de E2F4 est dépendante du cycle 
cellulaire dans des cellules épithéhales intestinales humaines normales 
(DESCHENES et al, 2004) Ainsi, dans le modèle de culture cellulaire HIEC, E2F4 
est exprime dans le noyau des cellules épithéhales prohfératives alors que la protéine 
est localisée dans le cytoplasme dans les cellules rendues quiescentes, soit par 
l'absence de sérum dans le milieu de culture ou par l'atteinte de la confluence De 
plus, dans les cellules HIEC, l'entrée de E2F4 dans le noyau est corrélée avec une 
hyperphosphorylation de pRB, un indicateur que la transition Gl/S est en voie d'être 
franchie Au contraire de E2F4, E2F1 est toujours maintenu dans le noyau, peu 
importe que les cellules soient prohfératives ou quiescentes Finalement, un autre 
indice que cette protéine est importante pour la prolifération cellulaire intestinale 
réside dans le fait que E2F4 est exprimé fortement dans le noyau des cellules 
prohfératives de la crypte intestinale fœtale humaine (DESCHDÊNES et al, 2004) 
L'ensemble de ces données suggère que E2F4 joue un rôle prépondérant dans le 
contrôle de la prolifération des cellules épithéhales intestinales 
L'activité des facteurs de transcription E2F est étroitement régulée par 
différents moyens comme l'association avec les protéines de la famille pRB (pRB, 
pl07 et pl30), le niveau d'expression et les modifications post-traductionnelles tels 
que la phosphorylation et l'acétylation II est intéressant de noter que E2F4 
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représente la majeure partie de l'activité E2F endogène dans la plupart des cellules 
(MOBERG et al, 1996) De plus, E2F4 est exprimé fortement dans les cellules 
pendant toutes les phases du cycle cellulaire En plus, les niveaux d'expression de 
E2F4 sont élevés dans des cellules quiescentes contrairement à E2F1 (GINSBERG et 
al, 1994) En ce qui a trait à E2F4, le principal moyen de régulation de son activité 
transcnptionnelle passe par le contrôle de sa localisation (MULLER et al 1997) 
Ainsi, une protéine chimérique formée à partir de l'extrémité amino-termmale de 
E2F1 fusionnée avec E2F4, lui donne la capacité de transactiver des promoteurs avec 
des éléments de réponse aux E2F aussi efficacement que E2F1 De plus, cette 
protéine chimérique se localise dans le noyau des cellules C-33A, des cellules de 
carcinomes utérins, en raison de la présence du NLS de E2F1 (MULLER et al, 
1997) Par ailleurs, des souris transgéniques exprimant E2F4 sous le contrôle du 
promoteur de la kératine 5 exhibent un signal nucléaire pour E2F4 dans les 
keratinocytes en prolifération E2F4, dans ce contexte, est donc capable de 
promouvoir la prolifération cellulaire (WANG et al 2000) Toutes ces expériences 
montrent que lorsque E2F4 est localisé dans le noyau, la capacité de transactivation 
de E2F4 est susceptible d'activer des gènes associés à la prolifération de façon aussi 
efficace que E2F1 dans les fibroblastes (MULLER et al, 1997) 
4.1 RÔLE DE E2F4 DANS LE CONTRÔLE DE LA MORT CELLULAIRE 
DES CELLULES CRYPTALES INTESTINALES NORMALES 
Nous avons étudié l'impact de l'expression nucléaire et constitutive de E2F4 
dans le modèle cellulaire des HIEC Ce modèle de cellules cryptales intestinales 
normales non immortalisées est issu de l'iléon fœtal humain âgé de 18 semâmes Les 
HIEC représentent un bon modèle d'étude en raison de différentes caractéristiques 
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biochimiques qui les caractérisent Par exemple, elles expriment des marqueurs 
épithéhaux comme les kératines 8, 18, 19 ainsi que 20/21 (PERREAULT et al, 
1996) Par contre, elles n'expriment pas la sucrase-isomaltase, un marqueur de 
différenciation entérocytaire Cependant, certains marqueurs de la bordure en brosse 
comme la dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) et l'ammopeptidase N (APN) sont 
détectés sur la surface luminale de ces cellules (PERREAULT et al, 1996) De plus, 
les HIEC expriment aussi un marqueur spécifique aux cryptes intestinales MEVI-1/39 
(PAGEOT et al, 2000) Leur nature épithéhale est également confirmée par la 
présence de composantes des desmosomes et des jonctions serrées (PERREAULT et 
al, 1996) 
Afin d'évaluer l'impact de l'expression nucléaire et constitutive de 
E2F4, nous avons utilisé des vecteurs adénoviraux déficients pour la réphcation virale 
pour infecter les HIEC Nous avons aussi utilisé des adénovirus encodant seulement 
pour la GFP comme contrôle pour s'assurer que l'infection adénovirale en elle-même 
n'influence pas nos résultats Les résultats obtenus avec les cellules infectées avec la 
GFP seulement sont extrêmement similaires à ceux obtenus avec des cellules non 
infectées au niveau de la viabilité cellulaire et des niveaux d'expression des protéines 
qui contrôlent le cycle cellulaire (résultats non montré) Cette observation démontre 
que les protéines virales encore présentes dans le vecteur n'affectent pas les processus 
physiologiques observés par la surexpression de GFP-E2F4-NLS L'expression du 
transgène est maintenue pour une longue période de temps dans les cellules en étant 
maintenu sous la forme d'un épisome d'ADN monoménque (EHRHARDT et al, 
2008) 
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Nous avons donc infecté les cellules HIEC avec les constructions 
adénovirales encodant soit pour la GFP seule comme contrôle, GFP-E2F4-WT et 
GFP-E2F4-NLS La surexpression de GFP seule et de GFP-E2F4-WT a peu de 
conséquences sur la prolifération cellulaire, si ce n'est une légère augmentation de la 
prolifération quand les HIEC surexpnment GFP-E2F4-WT En fait, l'augmentation 
de la prolifération mesurée est probablement le reflet de la plus grande quantité de 
E2F4 présent et disponible dans la cellule, libre d'aller transactiver les promoteurs de 
ses gènes cibles comme la cychne A En ce qui a trait aux HIEC qui surexpnment 
GFP-E2F4-WT, le signal obtenu est cytoplasmique quoiqu'on remarque quelques 
cellules qui expriment E2F4 dans le noyau Ainsi, l'ajout de la GFP (28kD) en phase 
avec E2F4 n'empêche pas sa translocation nucléaire (Figure 12A) De plus, l'ajout 
d'un NLS à E2F4 lui confère une localisation nucléaire qui est maintenue même en 
absence de facteurs de croissance Nous avons utilisé des anticorps polyclonaux 
provenant de Santa Cruz pour mesurer les niveaux d'expression de plusieurs 
protéines dont E2F4 au cours de cette étude Évidemment, d'autres compagnies 
offrent des anticorps dirigés contre E2F4 mais jusqu'à maintenant, les résultats les 
plus cohérents et les plus convaincant avec E2F4 l'ont été avec les anticorps 
provenant de cette compagnie Nous avons de plus observé le même patron 
d'expression en utilisant soit des anticorps dirigés spécifiquement contre la GFP ou 
contre E2F4, autant en immunofluorescence qu'en immunobuvardage, ce qui nous a 
permis de valider les anticorps utilisés Pour les autres protéines étudiées, nous nous 
sommes assurés que les protéines analysées étaient détectés au poids moléculaire 
attendu ou que le patron d'expression se conformait à ce qui était connu sur elles dans 
la littérature Les immunobuvardages réalisés ont aussi montré que l'expression des 
transgènes était à des niveaux similaires dans les conditions étudiées 
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De nombreux exemples dans la littérature montrent que la surexpression d'un 
gène qui régule la prolifération cellulaire dans des cellules non immortalisées 
déclenche des signaux apoptotiques car le signal est perçu comme un stress 
oncogénique (CROCE, 2008 , EVAN & VOUSDEN, 2001) Par exemple, la 
surexpression de c-myc dans des fibroblastes embryonnaires de rat induit l'apoptose 
(EVAN et al, 1992) Même dans des modèles immortalisés comme les cellules 
PC 12, la surexpression de Cdk4 ou de la cychne Dl entraîne la mort cellulaire par 
des mécanismes apoptotiques (KATAYAMA et al, 2001) Un des meilleurs 
exemples de la dualité d'un facteur qui est impliqué dans la prolifération cellulaire et 
qui induit l'apoptose est E2F1 Par exemple, l'expression ectopique de E2F1 induit 
l'entrée en phase S des cellules immortalisées (JOHNSON et al, 1993) Par ailleurs, 
E2F1 est aussi requis pour la progression en phase S dans les fibroblastes car il 
transactive des gènes tels que la DNA polymérase a et la cychne Dl (SALA et al, 
1994) Il est également connu que la surexpression de E2F1 provoque l'induction de 
la synthèse de l'ADN mais aussi l'apoptose dans des fibroblastes quiescents 
(KOWALIK et al, 1995) Ces propriétés ne semblent pas uniques à E2F1 En effet, 
la surexpression adénovirale de E2F4 dans des cardiomyocytes primaires leur permet 
aussi d'entrer en phase S (EBELT et al, 2006) 
L'apoptose est un phénomène important pour Phoméostasie des cryptes 
intestinales La dérégulation de celle-ci est d'ailleurs une étape aussi cruciale que la 
perte de contrôle de la transition Gl/S pour le développement des néoplasies 
(HANAHAN & WEINBERG, 2000) Nous avons démontré que l'expression 
constitutive nucléaire de E2F4 dans le modèle des HIEC entraîne l'apparition de 
caractéristiques morphologiques et biochimiques propres à l'apoptose En fait, nous 
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observons, suite à l'infection avec Padénovirus encodant pour GFP-E2F4-NLS, une 
diminution drastique du volume cytoplasmique, l'exposition des phosphatidylsénnes 
sur la membrane cellulaire externe, la zéiose, la formation de corps apoptotiques et 
Pactivation des caspases initiatrices et exécutrices L'ensemble de ces changements 
morphologiques et biochimiques sont des caractéristiques de base de l'apoptose 
classique 
La mort cellulaire programmée a été classifiée en quatre sous-classes selon la 
morphologie du noyau (LEIST & JAATTELA, 2001) La première est l'apoptose 
classique caractérisée par la condensation de la chromatine en formes presque 
géométriques, la fragmentation internucleosomale de l'ADN, l'exposition des 
phosphatidylsénnes, la formation de "blebbing" membranaire et la génération de 
corps apoptotiques La seconde est caractérisée par une condensation de la 
chromatine mais elle est d'apparence grumeleuse et beaucoup moins compacte Le 
noyau se fragmente en un patron de formes géométriques complexes et mal définies 
Les autres paramètres nommés plus haut sont peu ou pas présents Par contre, les 
molécules qui permettent la reconnaissance par les phagocytes comme les 
phosphatidylsénnes sur le feuillet membranaire externe sont bien présentes Cette 
variété de mort cellulaire programmée est une variation de l'apoptose classique 
(LEIST & JAATTELA, 2001) La troisième se manifeste par une absence de 
condensation de la chromatme ou au mieux par des petits points dissémines de 
condensation chromatinienne et elle est qualifiée de mort cellulaire programmée de 
type nécrotique Cette forme de mort cellulaire se caractérise par l'initiation d'un 
programme apoptotique conventionnel avec les marqueurs conventionnels de 
l'apoptose classique présent à différents degrés Par contre, Pactivation normalement 
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observée des caspases est absente et d'autres voies alternatives sont activées pour 
mener à terme la mort cellulaire La dernière est plus associée a la nécrose, elle est 
caractérisée par une destruction des membranes et l'œdème des organelles (LEIST & 
JAATTELA, 2001) La mort cellulaire programmée semblable à l'apoptose présente 
des caractéristiques associées à l'activation de l'apoptose caspase-mdépendante 
comme le clivage de l'ADN en fragments de haut poids moléculaire et la margination 
de la chromatine Ce sont des caractéristiques que l'on retrouve dans les HIEC qui 
surexpnment de façon nucléaire et constitutive E2F4 
4.2 IMPLICATION DE P53 DANS LA MORT CELLULAERE INDUITE 
PAR E2F4 
L'expression nucléaire constitutive de E2F4 dans les HIEC induit p53 et ses 
cibles transcriptionnelles comme Bax, PUMA et FAS II est bien connu que la 
protéine p53 est exprimée faiblement dans les cellules non stressées et est rapidement 
induit en réponse à différents stress comme les dommages à l'ADN, l'hypoxie ou des 
signaux inappropriés de prolifération (VOUSDEN & LU, 2002) Une fois activé, p53 
peut causer un arrêt du cycle cellulaire ou induire les cellules à entrer en apoptose 
En fait, les protéines pro-apoptotiques induites par p53 sont directement impliquées 
soit dans la signalisation intrinsèque ou extrinsèque de l'apoptose L'activation de 
p53 est modulée a plusieurs niveaux une augmentation des niveaux protéique, une 
augmentation de sa demi-vie, la conversion de p53 d'une forme quiescente en une 
conformation active et la translocation de p53 du cytoplasme au noyau (LAVIN & 
GUEVEN, 2006) 
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Nous avons donc examiné par quels moyens l'expression nucléaire de E2F4 
induit l'expression de p53 Plusieurs études pointent vers E2F1 comme un effecteur 
critique des signaux apoptotiques associés à la dérégulation du complexe pRB/E2F 
Or, il a été démontré auparavant que l'apoptose induite par E2F1 est associée a des 
mécanismes p53 dépendants (QIN et al, 1994) D'ailleurs, l'induction de p53 est liée 
à l'accumulation de E2F1 dans les cellules fibroblastiques de rat REF52 
(HALLSTROM & NEVINS, 2003) Aussi, E2F1 active le promoteur de p53 via des 
sites de liaison E2F présents dans le promoteur (CHOI et al, 2002) D'ailleurs, il a 
été démontré que les dommages à l'ADN induisent l'accumulation de E2F1 et de p53 
(LIN et al, 2001) Les dommages à l'ADN induisent p53 via les protéines 
ATM/ATR dont l'activité kmasique permet la stabilisation de p53 Par ailleurs, des 
protéines clés dans la voie de signalisation des dommages à l'ADN soit ATM et Chk2 
sont sous le contrôle transcnptionnel direct de E2F1 (BERKOVICH & GINSBERG, 
2003, ROGOFF et al, 2004) De plus, ATM phosphoryle aussi E2F1 sur la senne 31 
et le stabilise permettant une transcription accrue de p53 Cependant, cette 
caractéristique semble être unique à E2F1 (STEVENS et al, 2003) 
Le promoteur de E2F1 possède deux sites de liaison aux E2F et E2F4 est 
connu pour induire l'expression de E2F1 dans les astrocytomes U343 (ARAKI et al, 
2003 , DIRKS et al, 1998) Pour s'assurer que l'apoptose observée dans le système 
des cellules HIEC est imputable à l'activité de E2F4 et non à l'induction de E2F1, 
nous avons procédé à des PCR quantitatifs en temps réel pour mesurer les niveaux 
des transcrits de E2F1 Les résultats montrent, dans le contexte des HIEC qui 
expriment GFP-E2F4-NLS, que les niveaux d'ARNm de E2F1 ne varient 
pratiquement pas et des immunobuvardages ont démontré la même chose pour les 
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niveaux protéiques de E2F1 (Figure 16B) Ce résultat indique que les effets 
remarqués avec les HIEC GFP-E2F4-NLS sont fort probablement directement 
imputables a l'expression nucléaire constitutive de E2F4 et à la transactivation de ses 
gènes cibles 
Le premier mécanisme décrit dans la littérature de l'apoptose induite par E2F1 
implique les protéines pl4ARF et MDM2 En fait, dans des cellules normales non 
stressées, les niveaux d'expression de la protéine p53 sont faibles en raison de la 
régulation négative par MDM2 (VOUSDEN & LU, 2002) MDM2 lie p53 pour 
l'empêcher de lier ses promoteurs cibles et en plus MDM2 ubiquitine p53 pour le 
mener à la dégradation par le protéasome Par ailleurs, MDM2 stabilise E2F1 en 
competitionnant contre une autre E3 hgase, Skp2, qui module l'ubiquitination de 
E2F1 et sa dégradation par le protéasome (ZHANG et al, 2005) Cependant, les 
immunobuvardages n'ont pas démontré de modulation des niveaux protéiques de 
MDM2 Ce résultat nous a poussés à investiguer une autre voie de régulation de p53 
En effet, la protéine pl4ARF séquestre MDM2 et l'empêche d'interagir avec p53 
(HONDA & YASUDA, 1999) Une augmentation de l'expression de celle-ci serait 
donc liée à une stabilisation subséquente de la protéine p53 Dans notre cas, les 
niveaux protéiques de pl4ARF à l'image de ceux de MDM2, ne sont pas modulés par 
l'expression de GFP-E2F4-NLS (Figure 16C) Il est intéressant de savoir que la 
protéine pl4ARF est induite transcnptionnellement par E2F1 (BATES et al, 1998) 
Cependant, dans un modèle de souris transgénique, E2F4 n'arrive pas à induire 
l'expression du messager de pl9ARF, l'homologue munn de pl4ARF (WANG et al, 
2001) Dans le modèle des cellules HIEC GFP-E2F4-NLS, il semble donc que E2F4 
est incapable d'induire l'expression de pl4ARF tout comme dans le modèle de souris 
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transgénique Par ailleurs, il est aussi connu que E2F1 est modulé par pl4ARF, cette 
dernière étant capable d'mhiber l'activité transcnptionnelle de E2F1 en l'envoyant à 
la dégradation par le protéasome (RIZOS et al, 2007) Cette éventualité semble peu 
probable étant donné les niveaux stables de p l ^ qui sont mesurées aux différents 
temps de la cinétique expérimentale et la modulation de l'expression de plusieurs 
gènes révélés par la micropuce d'ADN II semble donc que l'apoptose observée, 
serait indépendante de l'action de la voie pl4ARF/MDM2 qui est connue pour réguler 
les niveaux de p53, une protéine qui occupe un rôle central dans le contrôle de 
l'apoptose (VOUSDEN & LU, 2002) 
Un autre moyen de régulation de l'activité transcnptionnelle de p53 passe par 
les modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation (LAVIN & 
GUEVEN, 2006) Nous avons mis en évidence la phosphorylation sur la senne 15 de 
p53 dans les HIEC GFP-E2F4-NLS D'ailleurs, la phosphorylation sur ce résidu est 
critique pour l'activation de p53 Elle empêche l'interaction avec MDM2 et permet la 
stabilisation de p53 (SHIEH et al, 1997) Cette phosphorylation stimule surtout 
l'interaction avec ses coactivateurs transcnptionnels p300 et CBP (LI et al, 2002) 
De plus, elle inhibe l'export de p53 vers le cytoplasme et permet son accumulation 
dans le noyau (ZHANG & XIONG, 2001) La phosphorylation de la senne 15 
représente un événement qui initie la vague de modifications post-traductionnelles 
qui vont affecter p53 comme la phosphorylation sur les sennes 9 et 20 qui stabilisent 
davantage p53 et permettent le recrutement des coactivateurs comme p300 et P/CAF 
Plusieurs kmases phosphorylent la senne 15 de p53 comme ATM, ATR, la DNA-PK, 
mTOR et Chk2 (LAVIN & GUEVEN, 2006) 
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La voie ATM/ATR est importante dans l'initiation des voies de signalisation 
liées à la réponse aux dommages à l'ADN (RICH et al, 2000) Pour ce qui est de 
ATR, cette protéine est activée durant la phase S pour réguler l'initiation des origines 
de réphcation, réparer les fourchettes de réphcation endommagées et pour prévenir 
l'initiation précoce de la mitose (CMPRICH & CORTEZ, 2008) Les dommages à 
l'ADN et des aberrations de la chromatine sont détectés par différents complexes 
protéiques Par exemple, la protéine RPA {Réphcation Protein A), qui est induite 
dans les HIEC GFP-E2F4-NLS (résultat non montré), recrute le complexe de 
protéines 911 (RAD9-HUS1-RAD1) pour recruter et activer ATR (CIMPRICH & 
CORTEZ, 2008) Une autre protéine recrutée au niveau des dommages à l'ADN est 
ATM qui est liée par le complexe proteique NRM (NBS1, MRE11, RAD50) (YANG 
et al, 2004) Les dommages à l'ADN entraînent des modifications au niveau de la 
chromatine par l'action de ATM/ATR qui phosphorylent Phistone y-H2AX (RICH et 
al, 2000) De plus, l'activation de ATM et ATR entraîne le recrutement de protéines 
qui amplifient le signal comme BRCA1 et qui forment des complexes protéiques pour 
activer les protéines CHK1 et CHK2 (YANG et al, 2004) ATM et ATR ainsi que 
les protéines CHK phosphorylent p53 ainsi que CDC25 (CANMAN et al, 1998 , 
FALCK et al, 2001) À ce moment, p53 est phosphorylé sur différents résidus 
notamment la senne 15 et devient actif transcnptionnellement (LAVIN & GUEVEN, 
2006) 
Nous avons une preuve indirecte de l'action des protéines CHK car les 
niveaux de la protéine Cdc25A sont réduits par la surexpression nucléaire de E2F4 
En fait, la phosphorylation de Cdc25A sur la senne 123 par CHK2 induit sa 
dégradation par le protéasome (FALCK et al, 2001) Il est bien connu que la 
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phosphatase Cdc25A est importante pour la progression dans la phase S C'est bien 
décrit dans la littérature que Cdc25A déphosphoryle le complexe cycline E/Cdk2 sur 
la threonine 14 et la tyrosine 15 et permet ainsi la pleine activation du complexe et la 
progression en phase S (RUDOLPH et al, 2007) Il a également été démontré que le 
remodelage de la chromatine active ATM (BAKKENIST & KASTAN, 2003) En 
fait, différents niveaux d'organisation de la chromatine existent dans la cellule 
Comme on le sait, l'ADN est enroulé autour des nucléosomes qui sont arrangés en 
structures solénoidales qui sont elles mêmes arrangées en boucles super-enroulées 
(POWERS et al, 2004) Des remodelages de la chromatine à grande échelle causes 
par une synthèse aberrante de l'ADN ou par l'expression inappropriée de certains 
facteurs de transcription peuvent induire facilement la phosphorylation de p53 sans 
que des protéines comme y-H2AX ne soit phosphorylée par ATM (BARTEK et al, 
2004) Il semblerait plausible que la surexpression de E2F4 puisse ainsi induire une 
synthèse d'ADN aberrante ou un remodelage à grande échelle de la chromatme 
perturbant l'organisation de l'ADN et induisant par le fait même ATM E2F4 
pourrait aussi recruter des protéines associées à la formation des origines de 
réphcation notamment en contrôlant l'expression de BRCA1 (HEGAN et al ,2010) 
L'accumulation et la dérégulation de la formation des fourchettes de réphcation 
pourraient alors initier une réponse de la voie ATM/ATR 
Nous avons tenté de déterminer la contribution de la signalisation p53-
dépendante dans l'établissement de la mort cellulaire induite par la surexpression 
nucléaire constitutive de E2F4 dans les HIEC Nous avons donc réduit les niveaux 
d'expression de p53 en utilisant des lentivirus qui expriment des shARN spécifiques 
Nous avons réussit a réduire l'expression de p53 d'environs 80% Des lentivirus ont 
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été utilises en raison de leur capacité à infecter plusieurs types cellulaires De plus, 
les lentivirus s'intègrent dans le génome de l'hôte et maintiennent l'expression du 
gène d'intérêt pour une très longue période Nous avons donc établi des lignées 
stables sous-exprimant p53 via les infections lentivirales et nous les avons ensuite 
infectées avec les adénovirus encodant GFP-E2F4-NLS pour examiner la contribution 
de p53 à la mort cellulaire Un des grands avantages des lentivirus versus l'utilisation 
de systèmes rétroviraux est qu'ils ne nécessitent pas que les cellules soient dans un 
état prolifératif pour permettre l'intégration du gène d'intérêt De plus, l'infection 
lentivirale ne génère qu'une très faible réponse antivirale comparativement à d'autres 
techniques (MATTA et al, 2003) Nous avons d'ailleurs déterminé que les HIEC 
infectés avec les lentivirus que nous avons utilisés n'initient pas de réponse antivirale 
en mesurant les niveaux d'expression de l'ARNm de OAS (2,5-ohgoAdénylate 
Synthétasé) (résultat non montre), un gène induit par la réponse antivirale (BRIDGE 
et al, 2003) 
Nous avons démontré que l'apoptose induite par la surexpression nucléaire de 
E2F4 se déroule de façon à la fois p53 dépendante et p53 indépendante En fait, on 
observe l'induction de l'expression de protéines qui régulent la voie intrinsèque et 
extrinsèque de l'apoptose Par exemple, des cibles transcriptionnelles de p53 sont 
induites dans les HIEC GFP-E2F4-NLS comme p21, Bax, PUMA et les caspases II 
est clair que la voie mitochondnale de l'apoptose (la voie intrinsèque) est sollicitée 
par l'expression nucléaire constitutive de E2F4 
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4.3 RÔLE DE LA VOIE DU RÉCEPTEUR FAS DANS L'APOPTOSE 
INDUITE PAR E2F4 
Les HIEC expriment FAS à des niveaux élevés et l'activité de ce récepteur de 
mort cellulaire est tenue en échec par l'expression de protéines anti-apoptotiques de la 
famille des IAP comme cIAPl et FLIP (RUEMMELE et al, 2002) Dans les HIEC 
surexpnmant E2F4 dans le noyau, on remarque une induction de l'expression de 
FAF-1, une protéine impliquée dans la formation du complexe DISC et dont la 
surexpression dans les cellules Jurkat cause l'apoptose de celles-ci (RYU et al ,2003) 
De plus, les niveaux d'expression de la forme longue de c-FLIP sont également 
réduits fortement dans les HIEC qui expriment GFP-E2F4-NLS Cette protéine 
empêche le clivage proteolytique de la caspase 8 au niveau du complexe DISC 
D'ailleurs, la diminution des niveaux de c-FLIP sensibilise grandement les cellules à 
l'apoptose FAS dépendante (JUNG et al, 2009) Nous avons aussi confirmé l'apport 
de la voie FAS par l'utilisation de l'anticorps monoclonal NOK-1 qui réduit de façon 
significative le niveau de mort cellulaire mesuré 
Une protéine fort importante pour la régulation de l'apoptose, Bid, est 
modulée par la surexpression dans le noyau de E2F4 La protéine Bid est un substrat 
bien caractérisé de la caspase 8 (LI et al, 1998) Suite à Pactivation des récepteurs 
de mort cellulaire, la caspase 8 active clive Bid en une forme tronquée de 15 kD qui 
expose pleinement son domaine pro-apoptotique BH3 pour interagir avec Bax et Bak 
(DESAGHER et al, 1999) Cette interaction permet la perméabihsation de la 
mitochondne et alloue la relâche des différents effecteurs de l'apoptose comme le 
cytochrome c (YIN, 2006) De plus, on note une induction de l'expression de la 
forme pleine longueur de Bid et il a été montré que la surexpression de cette forme 
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cause l'apoptose (KIM et al, 2000) La protéine Bid est aussi connue pour être 
clivée par les calpaines et les cathepsmes (CHEN et al ,2001 , CIRMAN et al, 2004) 
Par ailleurs, Bid peut être clive suite a une stimulation de la voie JNK pour générer 
une forme tronquée de Bid appelé jBid, capable elle aussi de perméabiliser la 
mitochondne, mais la protéase responsable de ce clivage est encore inconnue (YIN, 
2006) Nous avons réduit les niveaux de mort cellulaire en traitant les HIEC 
surexpnmant E2F4 dans le noyau avec le SP600125 et le e-64-d, des inhibiteurs de la 
voie JNK et des calpaines/cathepsines respectivement Ces inhibiteurs pourraient 
médier leurs effets via le contrôle du clivage et de Pactivation de Bid 
Nous avons également observé que l'inhibition de la voie JNK réduit aussi la 
mort cellulaire de façon significative Cette voie de signalisation fait la promotion de 
l'apoptose en étant impliquée dans la régulation de la voie extrinsèque et/ou 
intrinsèque En fait, une activation prolongée de la voie JNK entraîne l'apoptose 
(SANCHEZ-PEREZ et al, 1998) Suite a l'activation de cette voie, JNK transloque 
au noyau pour phosphoryler et transactiver Jun Cette dernière forme un complexe 
avec AP-1 pour transactiver des gènes dont plusieurs sont impliqués dans la 
régulation de l'apoptose comme le TNF-a et Bak (FAN & CHAMBERS, 2001) De 
plus, JNK peut phosphoryler p53 sur la serine 6 et participe ainsi à sa stabilisation 
(DHANASEKARAN et al, 2008) D'autre part, l'activation de JNK stabilise aussi 
p73, un facteur de transcription qui participe à la régulation de l'apoptose, en 
induisant l'expression de gènes comme Bax et PUMA, des protéines importantes dans 
la régulation de la voie intrinsèque (JONES et al, 2007) Par ailleurs, JNK induit le 
clivage de Bid et entraîne par la suite l'activation de la voie mitochondnale 
(MADESH et al, 2002) De plus, JNK est connu pour être activé par la présence des 
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ROS ainsi que par Pactivation des récepteurs de mort cellulaire via RIP, une protéine 
qui est d'ailleurs fortement exprimée dans les cellules surexpnmant E2F4 dans le 
noyau (LIN et al, 2004) Ainsi, l'implication de la voie JNK dans l'apoptose induite 
par E2F4 a été confirmée par 1) la hausse du niveau de phosphorylation de JNK1, 2) 
l'augmentation de l'expression de RIP et 3) par la réduction du niveau de mort 
cellulaire par l'utilisation de l'inhibiteur SP600125 
L'activation de la voie FAS peut être combinée à une libération de ROS Par 
exemple, des traitements avec des anti-oxydants arrivent à prévenir la mort cellulaire 
induite par l'activation de cette voie (WANG et al, 2008) Les ROS sont produits 
par la mitochondne par le biais de la respiration mitochondnale et aussi par la P-
oxydation dans les peroxysomes et sont aussi un sous-produit génère lors de la 
synthèse des prostaglandines (TRACHOOTHAM et al, 2009) De manière 
intéressante, la surexpression de E2F1 induit l'apoptose via l'induction de ROS dans 
les lignées cellulaires NIH 3T3 et Saos-2 (TANAKA et al, 2002) Par ailleurs, des 
protéines importantes pour la détoxification des ROS comme la sodium dismutase 
sont réprimées par l'expression de E2F1 (TANAKA et al, 2002) D'ailleurs, nos 
résultats générés par micropuce à ADN ont montré que des gènes importants pour le 
contrôle de l'environnement rédox cellulaire comme la peroxyrédoxine 6 et la 
thiorédoxine réductase sont réprimés dans les cellules surexpnmant E2F4 dans le 
noyau Nous avons aussi remarqué une diminution importante de l'expression de 
FLIP dans les HIEC qui expriment E2F4 dans le noyau Or, FLIP est connu pour être 
diminué via l'ubiquitination induite par les ROS et la dégradation par le protéasome 
(WANG et al, 2008) De plus, cette diminution de FLIP sensibilise grandement les 
cellules au signal medié par le hgand du récepteur FAS 
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Nous avons aussi révélé l'implication potentielle de RIP dans la mort 
cellulaire des HIEC surexpnmant E2F4 dans le noyau car cette protéine y est 
fortement induite Fait à noter, la protéine Hsp90 est augmentée fortement dans ces 
cellules La protéine Hsp90, une protéine chaperonne, stabilise RIP et facilite la 
transduction des signaux des récepteurs de mort cellulaire (LEWIS et al, 2000) La 
protéine RIP est un médiateur clé de l'apoptose induite par Pactivation des récepteurs 
de mort cellulaire ou par le stress oxydatif En fait, RIP lie les récepteurs de mort 
cellulaire et facilite la formation du complexe DISC, important pour Pactivation de la 
caspase 8 et la réponse apoptotique subséquente La simple expression de RIP est 
connue pour causer l'apoptose (STANGER et al, 1995) Cette protéine est aussi 
impliquée dans une forme de mort cellulaire p53 indépendante induite par les 
dommages a l'ADN (HUR et al, 2006) Les effets de RIP dans ce type de mort 
cellulaire passent par la voie de signalisation JNK, connue pour être impliquée dans 
certains processus apoptotique Nous avons donc réduit les niveaux d'expression de 
RIP par interférence à l'ARN pour examiner la contribution de cette protéine à la 
mort cellulaire induite par l'expression constitutive et nucléaire de E2F4 dans les 
HIEC i Donc en bloquant l'induction des cibles transcriptionnelles de p53, critiques 
pour l'apoptose, et en diminuant les niveaux d'expression de RIP, un médiateur 
important de la mort cellulaire dans la voie extrinsèque, nous avons espéré réduire 
fortement la mort cellulaire Dans un premier temps, nous avons constaté que la 
diminution des niveaux de RIP ralentit la mort cellulaire mais n'arrive pas à la 
prévenir Dans un deuxième temps, l'inhibition de l'expression de RIP en 
combinaison avec celle de p53 réduit encore plus la mort après 72 heures 
comparativement aux cellules sous-expnmant uniquement p53 ou seulement RIP 
Nous n'avons pas généré de lentivirus avec des séquences spécifiques contre RIP 
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Nous avons privilégié l'approche avec les SI ARN car nous ne désirions pas faire de 
double infection lentivirale lorsque nous avons voulu vérifier la contribution de RIP 
dans les HIEC infectées avec un lentivirus ciblant sh p53 et qui par la suite est infecté 
en plus avec un adénovirus encodant GFP-E2F4-NLS Nous avions des réticences à 
soumettre les cellules à une si haute charge virale Néanmoins, même les populations 
cellulaires qui sous-expnment p53 et RIP finissent par mourir Cependant, le 
processus s'étend sur une plus longue période de temps (7 jours au heu de 3) Par 
ailleurs, l'ajout de l'inhibiteur de JNK, le SP600125, ne confère pas de protection 
additionnelle aux cellules HIEC qui sous-expnment RIP Cette observation suggère 
que RIP et JNK sont sur le même sentier de signalisation Mis tous ensemble, ces 
résultats confirment que la surexpression nucléaire de E2F4 déclenche une réponse 
apoptotique dans laquelle la voie extrinsèque via le récepteur FAS et la protéine RIP 
sont impliquées 
La protéine RIP est impliquée dans les formes de mort cellulaire apparentées a 
la nécrose (CHALLA & CHAN 2010) En fait, l'activité kinase de RIP1 est 
nécessaire à l'établissement de la nécrose induite par le TNF-a (CHAN et al, 2003) 
Par ailleurs, des cellules Jurkat déficientes en FADD ou caspase-8 exposées à des 
cytokines telles que le TNF-a ou le FasL et traitées avec l'inhibiteur de caspases z-
VAD-fmk meurent en présentant les caractéristiques de la nécrose le en ne 
présentant pas de condensation de la chromatine ni de dégradation de l'ADN 
internucléosomal La membrane cellulaire est rapidement endommagée car Piodure 
de propidium marque rapidement les noyaux (HOLLER et al, 2000) Nous n'avons 
pas observé de gonflement anormal des organelles comme les mitochondries ou le 
réticulum endoplasmique par microscopie électronique De plus, les tests avec 
202 
Pannexine V ont clairement démontré que les cellules HIEC GFP-E2F4-NLS 
présentaient les phosphatidylsérines sur la membrane cellulaire externe sans 
marquage par l'iodure de propidium du noyau, signe que la membrane cellulaire est 
encore fonctionnelle et intègre Cependant, il est important de souligner que la 
nécrose et l'apoptose ne sont pas des programmes de mort cellulaire mutuellement 
exclusifs II a été montré que l'inhibition des caspases sensibilise les cellules aux 
signaux nécrotiques Par exemple, dans les cellules Jurkat exprimant le TNF-R1 et le 
TNF-RII, la stimulation par le TNF cause l'apoptose et la nécrose (ZFEENG et al, 
2006) En fait, l'inhibition de l'activité des caspases rend la nécrose la forme 
prédominante de mort cellulaire dans ce contexte cellulaire Les effets nécrotiques de 
RIP sembleraient passer via une inhibition de la voie de signalisation NF-KB De 
plus, RIP est un substrat de la caspase-8 En fait, l'inhibition de l'activité des 
caspases permet de préserver l'intégrité de RIP et son domaine kinase et de lui donner 
une chance de provoquer la nécrose (CHALLA & CHAN, 2010) Des 
immunobuvardages réalisés sur les HIEC GFP-E2F4-NLS n'ont pas montré de 
variation significative de son expression lorsque celles-ci sont traitées avec le z-
VAD-fmk (résultat non montré) 
4.4 MÉCANISMES ALTERNATIFS DE MORT CELLULAIRE 
INDUITS PAR E2F4 
Dans le cas des HIEC qui expriment de façon soutenue et prolongée E2F4, on 
remarque des caractéristiques qui suggèrent que des mécanismes de mort cellulaire 
alternatifs sont aussi en œuvre Tout au long du processus qui mène à la mort 
cellulaire des HIEC, on constate que la membrane nucléaire demeure intègre De 
plus, nous avons été dans l'impossibilité d'observer la fragmentation de l'ADN 
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intemucléosomal par électrophorèse sur gel d'agarose En fait, cette observation 
pourrait découler de la faible expression d'un enzyme-clé pour la dégradation 
internucléosomale, la protéine CAD/DFF-40 dans les HDEC (RASOLA et al, 1999) 
L'activité de la caspase 3 clive un inhibiteur important, ICAD/DFF-45 qui ne réprime 
plus l'activité DNAse de CAD/DFF-40 (Caspase Activated Dnase) et génère la 
fragmentation classique D'ailleurs, la CAD/DFF-40 est également impliquée dans 
les phénomènes menant a la condensation de la chromatine, un marqueur 
biochimique classique de l'apoptose (RASOLA et al, 1999) Cependant, ce 
complexe enzymatique, ICAD/DFF-45 peut toutefois être actif sans causer la 
dégradation internucléosomale caractéristique de son activation mais générer des 
clivages de haut poids moléculaire de l'ADN (50-100kb) (RASOLA et al, 1999) Un 
autre indice en faveur de l'implication de voies alternatives de mort cellulaire est le 
fait que nous n'avons pas détecté de condensation de la chromatine dans les cellules 
HIEC surexpnmant E2F4 dans le noyau De plus, un marqueur classique de 
l'apoptose et de l'activation des caspases, le clivage de PARP (Poly-ADP Ribose 
Polymerase), n'a pas pu être détecté et ce, peu importe les temps auxquels les cellules " 
ont été examinées (résultat non montré) Finalement, le blocage de l'activité 
enzymatique des caspases avec le z-VAD retarde mais ne prévient pas la mort 
cellulaire induite par la surexpression de E2F4 dans le noyau Fait intéressant à noter, 
la microscopie électronique montre la présence de margination de la chromatine De 
plus, les analyses de cytométrie de flux montrent aussi la présence d'une sous-
population de cellules dont la quantité d'ADN est inférieure à celle présente dans des 
cellules en Gl, une caractéristique biochimique propre aux cellules engagées dans un 
processus apoptotique impliquant de la dégradation de l'ADN Puisque nous n'avons 
jamais pu détecter la fragmentation de l'ADN intemucléosomal, nous postulons que 
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la surexpression nucléaire de E2F4 induit probablement une fragmentation de l'ADN 
en fragments de hauts poids moléculaire (-50-100 kb) Ce type de fragmentation 
peut être observée dans certaines formes d'apoptose et elle serait attribuable en partie 
à l'activité du complexe AIF/endonucléase G (MILLAN & HUERTA, 2009) 
D'ailleurs des résultats préliminaires ont montré que le signal de AIF, normalement 
présent dans les mitochondnes, tend à se concentrer à la périphérie du noyau dans les 
cellules HIEC qui expriment GFP-E2F4-NLS (résultat non montré) Lors d'un 
stimulus apoptotique, l'augmentation de la perméabilité de la mitochondne permet la 
relâche de AIF dans le cytosol À ce moment, AIF peut transloquer en toute quiétude 
dans le noyau et aller activer l'endonucléase G (WANG et al, 2002) L'activation 
de l'endonucléase G se traduit par la fragmentation de grands fragments d'ADN et la 
condensation de la chromatine à la périphérie nucléaire (SUSIN et al, 2000) Il est 
d'ailleurs intéressant de savoir que dans certains modèles cellulaires, l'activation de 
AIF et la génération de grands fragments d'ADN précède l'activation du complexe 
CAD/DFF-40 qui lui est responsable de la dégradation internucléosomale de l'ADN 
(OBERHAMMER et al, 1993) La relâche de AIF de la mitochondne facilite aussi 
la sortie du cytochrome c, ce qui permet la formation de l'apoptosome et l'activation 
subséquente de la caspase 3 (SUSIN et al, 2000) Par la suite, la caspase 3 peut aller 
activer CAD/DFF-40 et permettre la dégradation internucléosomale Toutes ces 
observations mises ensemble suggèrent que des mécanismes caspases indépendants 
sont en œuvre 
Nous avons aussi examiné la contribution des protéases à cystéme comme les 
calpaines et les cathepsines par l'inhibition de l'activité enzymatique avec le e-64-d 
Dans un processus de mort cellulaire caspase indépendante, l'activation des 
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cathepsines entraîne le clivage de p53, des membres de la famille Bcl-2 ainsi que de 
c-jun Par ailleurs, l'activité des cathepsines permet la perméabihsation des 
mitochondnes, la condensation de la chromatine, la dégradation de la matrice 
intracellulaire, Pactivation des caspases ainsi que l'externalisation des 
phosphatidylsénnes (HAIL et al, 2006) Les cathepsines sont relâchées par les 
lysosomes en réponse à différents stimuli comme les ROS ou la présence de 
composés comme les céramides qui s'accumulent durant la mort cellulaire induite par 
les récepteurs de mort cellulaire (SAWADA et al, 2004 , CHWIERALSKI et al, 
2006) Suite à la surexpression nucléaire de E2F4, nos observations en microscopie 
électronique n'ont pas montré d'altérations au niveau des lysosomes D'ailleurs, nous 
n'avons pas noté non plus de changements morphologiques au niveau du reticulum 
endoplasmique de ces cellules 
Nous avons également observe que des gènes importants pour le contrôle de 
Pautophagie sont induits En effet, la micropuce d'ADN révèle que l'expression de 
APG4B est augmentée suite à la surexpression nucléaire de E2F4 et ce résultat a été 
confirmé en immunobuvardage (Figure 23) D'ailleurs, plusieurs gènes impliqués 
dans l'autophagie tels que ATG1, ATG5 et LC3 sont des cibles transcnptionnelles 
connues de E2F1 et de E2F4 (POLAGER et al, 2008) Dans le contexte des cellules 
épithéhales intestinales, il est fort plausible que E2F4 soit capable d'induire 
l'expression de ces gènes et d'initier l'autophagie Cependant l'autophagie est 
caractérisée par une vacuohsation importante que l'on n'a pas détectée en 
microscopie électronique Néanmoins, le seul fait que des gènes importants pour la 
régulation de ce processus soient induits indique que les conditions pour l'initiation 
de l'autophagie sont réunies dans les cellules surexpnmant E2F4 dans le noyau 
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FIGURE 38 : SCHÉMA RÉCAPITULATIF DE L'IMPACT DE 
L'EXPRESSION SOUTENUE ET CONSTITUTIVE DE E2F4 DANS LE 
NOYAU DES CELLULES ÉPITHÉLIALES INTESTINALES NORMALES 
L'expression nucléaire constitutive de E2F4 dans le noyau des cellules HIEC induit 
une première réponse rapide p53 dépendante qui se traduit par l'activation massive 
des caspases Les cibles transcriptionnel les de p53 importantes pour la régulation de 
la voie intrinsèque Comme Bax et PUMA sont actives Des protéines de la voie 
extrinsèque sous le contrôle transcriptionnel de p53 comme FAS sont induites et 
permet l'activation de la caspase 8, de la voie de signalisation JNK ainsi que la 
modulation de l'expression de régulateurs de l'activité de cette voie L'inhibition de 
la signalisation p53 dépendante ou des caspases révèle la présence de voies 
alternatives de mort cellulaire comme celles contrôlées par les cathepsmes et les 
calpames, celles contrôlées par la protéine AI F ou RIP qui sont induites par les ROS 
Des régulateurs des niveaux de ROS sont réprimés dans les HIEC GFP-E2F4-NLS 
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D'ailleurs, elle peut être induite suite à des dommages génotoxiques et représenterait 
un mécanisme important pour éviter la transformation cellulaire (MATHEW et al, 
2007) 
4.5 RÔLE DE E2F4 DANS LE CONTRÔLE DE LA 
PROLIFÉRATION INTESTINALE NORMALE ET CANCÉREUSE 
Nous avons examiné l'implication de E2F4 dans le contrôle de la prolifération 
cellulaire des cellules épithéhales intestinales normales et cancéreuses en recourant à 
l'interférence à TARN pour diminuer les niveaux d'expression de E2F4 Tout 
comme pour les shARN dirigés contre p53, nous n'avons pas détecté de réponse 
antivirale en contrôlant les niveaux d'expression du transcrit de OAS (résultat non 
montré) Nous avons privilégie l'utilisation de lentivirus en raison de la faible 
réponse antivirale générée et surtout parce que nous pouvons établir facilement des 
populations stables qui sous-expnment E2F4 avec ce système Nous avons constaté 
que la réduction des niveaux de E2F4 entraîne une réduction de la prolifération dans 
des lignées cellulaires épithéhales normales et cancéreuses Nous avons donc 
entrepris de caractériser ce ralentissement par différents moyens Dans un premier 
temps, des expériences d'incorporation de la thymidine tntiee ont montre un 
ralentissement important de l'entrée en phase S dans les HIEC qui expriment des 
niveaux réduits de E2F4 Nous avons aussi caractérisé ce ralentissement de la 
prolifération en mesurant les niveaux d'expression de différentes protéines associées 
au contrôle de la transition Gl/S 
Des éléments de réponse aux E2F sont présents dans les promoteurs des 
cychnes, de pRB, des Cdk et de gènes importants pour la régulation de la phase S 
comme la thymidine kinase Suite à la baisse d'expression de E2F4, on note une 
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diminution marquée des niveaux d'expression des protéines suivantes soit cycline 
A, cycline Dl, Cdk2, c-myc, Cdc25A et Skp2, toutes encodées par des gènes 
possédant des éléments de réponse aux E2F et donc susceptibles d'être modulés par 
E2F4 (DEGREGORI et al, 1995, RODRIGUEZ et al, 2006, IAVARONE & 
MASSAGUE , 1999, ZHANG & WANG, 2006) Les expériences de PCR quantitatif 
en temps réel ont montré que la modulation s'exerce d'ailleurs directement au niveau 
transcriptionnel du moins pour la cycline A et c-myc En fait, ces résultats sont en 
accord avec une étude montrant que l'expression nucléaire de E2F4 induit 
l'expression de la cycline A par liaison directe de E2F4 au promoteur de la cycline A 
dans les fibroblastes NIH 3T3 transformés par HPV-16-E7 (SCHULZE et al, 1998) 
D'autre part, l'expression de p21 inhibe la transcription de la cycline A et ce de 
manière dépendante d'un site de liaison aux E2F fonctionnels dans le promoteur de 
celle-ci (SPITVOSKY et al, 1997) La protéine Cdc25A possède au moins trois sites 
de liaison aux E2F D'ailleurs, un des sites est hé par E2F1 et E2F4 alors qu'un autre 
n'est lié que par E2F1 En fait, la mutation de ces sites de liaison aux E2F empêche 
l'induction normalement observée de Cdc25A durant la phase S dans des fibroblastes 
NIH 3T3 (KATICH et al ,2001) Par ailleurs, le promoteur de la cycline Dl est hé 
par E2F4 qui induit sa transcription dans la lignée trophoblastique humaine JEG-3 
(WATANABE et al, 1998) La protéine E2F4 est d'ailleurs le membre E2F le plus 
exprimé durant les premiers moments de Gl et son induction par le sérum précède 
celle de E2F1 et corrèle avec la transcription accrue de la cycline Dl (WATANABE 
et al, 1998) Il est également connu que E2F4 peut lier un élément de réponse aux 
E2F présent dans le promoteur de Skp2 (ZHANG & WANG, 2006) Concernant c-
myc, la liaison de E2F4 à son promoteur est bien caractérisée (ALBERT et al, 2001) 
L'ARNm de c-myc est transcrit à partir de deux promoteurs PI et P2 Un site E2F est 
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présent dans le promoteur P2 Dans les cellules normales, c-myc est traduit surtout à 
partir du promoteur P2 où un site E2F est présent Cet élément de réponse régule 
négativement ou positivement l'activité du promoteur dépendamment de quels autres 
facteurs de transcription sont présents a ce moment dans l'entourage de ce site de 
liaison E2F A son tour, la protéine c-myc contrôle l'expression de plusieurs 
protéines liées à la régulation du cycle cellulaire comme pRB, p53 et les cyclmes A et 
E (JANSEN-DURR et al, 1993) Finalement, le gène encodant pour la protéine Cdc6 
qui est critique pour l'initiation de la synthèse de l'ADN en amorçant la formation 
des origines de réphcation, possède deux éléments de réponse aux E2F (ROBLES et 
al, 2002) De manière similaire, l'expression de la thymidine kinase est régulée par 
les facteurs de transcription E2F ainsi que par c-myc (PUSCH et al, 1997) 
Nous avons observé que le ralentissement de la prolifération obtenu chez les 
HIEC shE2F4 s'accompagne aussi d'une induction des régulateurs négatifs de 
l'activité des complexes cychnes/Cdk, p21 et p27 Les gènes encodant pour ces deux 
protéines possèdent des éléments de réponse aux E2F présents dans leurs promoteurs 
respectifs (HIYAMA et al, 1998, WANG et al, 2005) Effectivement, des niveaux 
réduits de E2F1 permettent la répression de l'expression basale de p27 dans des 
cellules cancéreuses pulmonaires H1299 confirmant la présence d'un site de liaison 
E2F dans le promoteur de p27 (WANG et al, 2005) Par ailleurs, la réduction 
observée de l'expression de Skp2 pourrait favoriser la stabilisation de p27 et p21 En 
effet, Skp2 est connu pour être une enzyme dont l'activité est essentielle à 
l'ubiquitmation de p27 (CARRANO et al ,1999) De plus, les niveaux d'expression 
de p21 sont connus pour être également modulables par l'activité de Skp2 
(BORNSTEIN et al, 2003) L'expression accrue de p21 et la diminution de 
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l'expression de c-myc cadrent bien avec le ralentissement de prolifération obtenu 
Par ailleurs, il a été démontré dans les cellules épithéhales intestinales que c-myc 
réprime l'expression de p21 en prévenant l'activation du promoteur par le facteur de 
transcription MIZ-1 (VAN DE WETERING et al, 2002) Dans le même ordre 
d'idées, la réduction de l'expression de c-myc avec des siARN est d'ailleurs connue 
pour être suffisante pour réduire la croissance de cellules cancéreuses du côlon HT-29 
(ZHANG et al, 2009) Finalement, les modulations observées pour les différentes 
protéines impliquées dans la transition Gl/S sont cohérentes avec le ralentissement de 
prolifération mesuré et le ralentissement de la cinétique d'entrée en phase S mesurée 
avec les HIEC qui sous-expnment E2F4 
Nous avons également étudié l'impact de la perte de l'expression de E2F4 
dans les lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines HCT-116 et Caco-2/15 
Comme mentionné auparavant, les Caco-2/15 ne présentent pas d'instabilité des 
microsatelhtes (MELCHER et al, 2002) Contrairement aux Caco-2/15, les HCT-
116 présentent des mutations dans les gènes impliqués dans la réparation des 
mésappanements de l'ADN comme hMLHl et hMSH3 (KOI et al, 1994) De plus, 
les HCT-116 développent des mutations à un très haut niveau (10~2 mutations par 
cellule par génération) (BHATTACHARYYA et al, 1994) L'indice d'instabilité des 
microsatelhtes y est donc élevé (MSI-H) Plusieurs gènes importants pour la 
prolifération cellulaire comme la fi-caténine et K-RAS sont mutés dans cette lignée 
(ILYAS et al, 1997 , SCHROY et al, 1995) Cependant, les HCT-116 possèdent un 
gène p53 de type sauvage (FAN et al, 1997) Toutefois, la protéine p53 est mutée et 
elle n'est pas fonctionnelle dans les Caco-2/15 (GARTEL et al, 2001) Nous avons 
donc diminué l'expression de E2F4 dans ces deux lignées cellulaires en gardant en 
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tête les différentes caractéristiques de ces deux lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales 
La réduction des niveaux d'expression de E2F4 par interférence à TARN 
entraîne une réduction de la prolifération dans les deux lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales examinées Cette diminution de la prolifération est plus marquée pour 
les Caco-2/15 probablement en raison de la plus grande efficacité du shARN utilisé 
pour diminuer l'expression de E2F4 dans cette lignée Nous avons aussi montré que 
les niveaux d'expression de c-myc sont réduits dans les Caco-2/15 alors que p21 est 
induit Cette observation corrèle avec celle faite dans les HIEC qui sous-expnment 
E2F4 en ce qui a trait au niveau d'expression de c-myc et p21 Encore ici, c'est 
probablement imputable en partie par le fait que c-myc est capable de réprimer 
l'expression de p21 (VAN DE WETERING et al, 2002) Ces observations montrent 
que deux protéines extrêmement importantes pour le contrôle de la transition Gl/S 
sont modulées d'une manière cohérente avec un ralentissement de la prolifération 
épithéhale intestinale D'ailleurs, des niveaux réduits d'expression de c-myc dans les 
Caco-2/15 sont associés à une réduction de la prolifération (BERCHTOLD et al, 
1998) En plus d'affecter la prolifération, la capacité des cellules cancéreuses à 
former des colonies en agar mou est réduite démontrant ainsi que la capacité à 
proliférer en absence d'ancrage est aussi affectée par la diminution des niveaux 
d'expression de E2F4 
Nous avons aussi investigué le statut de l'expression de E2F4 dans différentes 
lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines Nous avons clairement 
démontré que E2F4 est surexpnmé dans toutes les lignées cellulaires cancéreuses 
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colorectales humaines examinées Nous avons poussé ces études plus loin en utilisant 
des biopsies provenant d'une banque de tissus de cancers colorectaux établis par 
l'équipe IRSC sur l'épithélium digestif de l'Université de Sherbrooke Dans plus de 
24 cas sur 30, la protéine E2F4 est surexpnmée par rapport au tissu normal 
environnant la tumeur Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par le groupe 
de Mady qui a montré que E2F4 est effectivement surexpnmé dans les tissus 
provenant d'adénocarcinomes colorectaux comparé à l'épithélium normal (MADY et 
al, 2002) Nous avons également noté que dans les tissus tumoraux qui surexpriment 
E2F4 presque invariablement, on observe une surexpression de la cychne A dans le 
tissus tumoral comparé au tissu normal D'ailleurs, l'expression élevée de la cychne 
A dans les tissus cancéreux, surtout dans les grosses tumeurs peu différenciées, est 
corrélee avec un taux de survie réduit (BAHNASSY et al, 2004) Cependant, bien 
qu'une autre étude a montre que la cychne A est bel et bien surexpnmée dans les 
adénocarcinomes du côlon, son expression a été associée avec un taux de survie 
amélioré (BONDI et al, 2005) À la lumière de ces résultats, il est clair que d'autres 
études doivent faites pour évaluer la signifiance de l'utilisation de la cychne A 
comme marqueur de prognostique 
Dans la plupart des cancers, les mécanismes qui contrôlent la transition Gl/S 
sont dérégulés Les facteurs de transcription E2F jouent un rôle central dans la 
régulation du point de restriction II ne faut donc pas s'étonner que la régulation de 
l'activité transcriptionnelle des E2F soit fréquemment altérée dans les cancers 
(TSANTOULIS & GORGOULIS, 2005) Comme mentionné auparavant, E2F1 se 
comporte comme un oncogène en transformant des cellules NIH 3T3, une lignée 
fibroblastique immortalisée (XU et al, 1995) Par ailleurs, le modèle de souris 
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transgénique E2F1-I- révèle que la perte de E2F1 induit la néoplasie dans différents 
tissus de la souris au fil du temps Ces résultats mettent en évidence la capacité de 
E2F1 a agir soit comme un oncogène ou comme un suppresseur de tumeurs selon le 
contexte cellulaire (YAMASAKI et al, 1996) Cependant, ces propriétés ne sont pas 
uniques à E2F1 Ainsi, il a été démontré que E2F4 transforme des NIH -3T3 en 
coopération avec Ras et DPI (BEIJERSBERGEN et al, 1994) Par ailleurs, il est 
connu que le modèle des souris Rb +/- développent des tumeurs hypophysaires et des 
tumeurs à la glande thyroïde Si ces souris sont croisées avec des souris dont le gène 
E2F4 est invalidé, ces tumeurs ne se développent plus et la durée de vie de ces souris 
est allongée considérablement (PARISI et al, 2009) Ceci démontre que E2F4 peut 
se comporter comme un oncogène ou un gène suppresseur de tumeurs tout comme 
E2F1 
Par ailleurs, le gène encodant E2F4 est une cible privilégiée pour la formation 
de mutations en raison de la présence d'une série de treize serines consécutives dans 
le domaine de transactivation Dans les cancers caractérisés par l'instabilité des 
microsatelhtes comme ceux retrouvés chez les patients atteints de cancers du côlon 
héréditaire sans polypose (HNPCC), le nombre de répétitions de sennes est altéré 
(YOSHITAKA et al, 1996) E2F4 est muté dans 58% des tumeurs colorectales des 
patients atteints de HNPCC et dans 66% des tumeurs colorectales provenant de 
patients atteints du syndrome de Turcot (cancers colorectaux et du cerveau 
caractérisés par un niveau élevé d'instabilité des microsatelhtes) au niveau de la 
séquence poly-sénnes (MIYAKI et al, 2001) De plus, dans 42% des cancers 
colorectaux sporadiques, E2F4 est aussi muté dans cette séquence de sennes 
(SOUZA et al, 1997) Les formes mutées les plus fréquemment retrouvées de E2F4 
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sont celles qui possèdent une serine de plus ou de moins par rapport à la forme 
normalement retrouvée qui comporte 13 sennes consécutives (MORIYAMA et al, 
2002) De manière intéressante, la surexpression de ces formes mutantes, les plus 
fréquemment retrouvées dans les cancers colorectaux, de E2F4 (+1 serine ou -1 
senne) dans des fibroblastes NIH-3T3, procure un avantage prolifératif et le signal 
pour E2F4 se retrouve de façon prédominante dans le noyau (TAKASHIMA et al, 
2001) Cependant, l'impact de l'expression de ces formes mutantes dans les cellules 
épithéhales intestinales n'est pas connu Ainsi, les mutations dans la séquence 
codante de E2F4 pourraient altérer sa stabilité ou bien son interaction avec des 
partenaires tels que les "pocket proteins" ou les protéines de la famille DP affectant 
ainsi sa localisation et par le fait même son activité transcriptionnelle Un fait 
intéressant à noter est que le taux de mutation pour E2F4, dont la séquence normale 
est constituée de 13 sennes consécutives, atteint 36%, un des taux les plus élevés 
parmi les gènes affectés par l'instabilité des microsatelhtes, dans les tumeurs gastro-
întestinales primaires humaines (SOUZA et al, 1997) De plus, les auteurs de cette 
étude mentionnent qu'ils sous-estiment le nombre de mutations qui affectent E2F4 
car ils ont restreint leur étude à l'analyse de la séquence des serines consécutives II 
est intéressant de souligner que dès les premiers stades de la carcinogenèse gastrique 
des mutations affectent E2F4 (OGATA et al, 2001) Cette information est encore 
inconnue pour le moment dans les cancers colorectaux 
Nous avons aussi observé une plus forte expression nucléaire de E2F4 dans 
les biopsies de patients atteints de cancers colorectaux Cette observation corrèle 
avec ce qui a déjà été observé dans d'autres types de cancers Par exemple, 
l'expression nucléaire de E2F4 dans les tissus tumoraux provenant de cancers du sein 
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est associée avec un temps de survie plus faible et la formation de tumeurs plus 
grosses (RAKHA et al, 2004) De plus, des mutations dans E2F4 ont été retrouvées 
à tous les stades de développement dans certains types de cancers du poumon, ce qui 
suggère aussi un rôle de E2F4 dans le développement tumoral (BANKOVIC et al, 
2009) Finalement, nous avons observé que dans les polypes des souris APCMm+ ', 
E2F4 est fortement exprimé et est localisé de façon prédominante dans le noyau 
(GARNEAU et al, 2009) Toutes ces observations pointent vers un rôle important de 
E2F4 nucléaire tant dans l'initiation tumorale que dans le maintien des tumeurs déjà 
formées 
D'autres raisons peuvent être invoquées pour tenter d'expliquer la localisation 
nucléaire constitutive de E2F4 dans les cellules intestinales tumorales et cancéreuses 
Comme on le sait, la protéine E2F4 ne possède pas de signal de localisation nucléaire 
Sa translocation dans le noyau cellulaire est donc assurée par la liaison avec un 
facteur DP, particulièrement DP-2, ou une protéine de la famille pRB (MAGAE et 
al, 1996 , MULLER et al, 1997) Les protéines de la famille DP pourraient être une 
avenue intéressante à explorer En effet, il a été démontré que la protéine 
oncogénique Ha-Ras coopère avec DPI et DP2 pour transformer des fibroblastes 
embryonnaires de rat (JOOSS et al, 1995) Cela démontre que les DP peuvent avoir 
une activité oncogénique par eux-mêmes II a d'ailleurs été démontré que DP2 est le 
principal partenaire d'hétérodimérisation de E2F4 et est capable de faire transloquer 
E2F4 dans le noyau (MAGAE et al, 1996) Jusqu'à maintenant, le gène DP2 est 
connu pour posséder au moins cinq variants d'épissages qui ne possèdent pas tous 
une séquence de localisation nucléaire (ROGERS et al, 1996 , ALLEN et al, 1997) 
Il est donc envisageable que la surexpression d'un variant DP2 dans des cancers 
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pourrait envoyer E2F4 au noyau et permettre la transcription aberrante de ses gènes 
cibles Par ailleurs, la surexpression de DPI et E2F4 dans un modèle de 
carcinogenèse de la peau munne favorise d'ailleurs le développement de tumeurs plus 
grosses et aussi plus nombreuses (WANG et al, 2001) Il est également connu que 
DP2 est augmenté dans les carcinomes hépatocellulaires (LIU et al, 2003) 
L'expression dérégulée de DP-2 pourrait donc être une raison pour laquelle la 
localisation nucléaire de E2F4 est accentuée dans les cancers colorectaux 
La surexpression de E2F4 dans le noyau des cellules cancéreuses pourrait 
également résulter en des modifications post-traductionnelles sur E2F4 affectant sa 
localisation sub-cellulaire et/ou les interactions avec ses partenaires Par exemple, 
des traitements avec le U0126, un inhibiteur de MEK 1/2, un activateur des ERK 1/2 
MAP kinases empêche la translocation nucléaire de E2F4 et la progression en phase S 
dans les cellules cryptales intestinales normales (PAQUIN & RIVARD, résultats non 
publiés) L'activation de la voie des MAPK est importante pour la prolifération, la 
progression et le comportement oncogénique des cellules cancéreuses colorectales 
(FANG & RICHARDSON, 2005) D'ailleurs, près de 50% des cancers colorectaux 
présentent des mutations activatnces dans K-RAS, Pactivateur en amont de cette voie 
de signalisation (MALUMBRES et al, 2003) L'activation forte et chronique de la 
voie MAPK dans les cancers du côlon pourrait ainsi faciliter la translocation de E2F4 
dans le noyau et l'augmentation de son activation transcnptionnelle subséquente Par 
ailleurs, E2F4 est une protéine qui présente de nombreux sites de phosphorylation 
Des kinases comme IKKa et IKKP ont été démontrées comme capables de 
phosphoryler directement E2F4 et d'initier sa translocation nucléaire et par le fait 
même d'augmenter son activité transcnptionnelle (ARAKI et al, 2008) IKKa est 
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d'ailleurs augmenté dans les tissus néoplasiques colorectaux comparativement au 
tissu normal (CHARALAMBOUS et al, 2003) Ainsi, avec la dérégulation de 
plusieurs voies de signalisation dans les cancers colorectaux, Pactivation inappropriée 
de plusieurs kinases pourrait donc affecter l'activité transcriptionnelle de E2F4 en 
modulant sa localisation par la phosphorylation sur certains résidus particuliers et/ou 
en facilitant l'interaction avec des protéines cargo comme DP2 ou les "pocket 
proteins" 
4.6 RÔLE DE E2F4 DANS LE CONTRÔLE DE LA SÉNESCENCE 
CELLULAIRE 
Les facteurs de transcription E2F sont impliques dans le contrôle de la 
sénescence cellulaire (DIMRI et al, 1994) Nous avons évalué l'impact de la 
diminution de l'expression de E2F4 dans le contrôle de ce phénomène physiologique 
Nous avons constaté que les caractéristiques morphologiques et biochimiques de la 
sénescence cellulaire apparaissent plus rapidement avec le nombre de passages dans 
les HIEC qui sous-expriment E2F4 En effet, après plusieurs passages, la 
morphologie des cellules devient aplatie et les cellules sont beaucoup plus grosses 
Certains travaux ont rapporté que la sénescence cellulaire est associée à une 
répression de l'activité des E2F (DIMRI et al, 1994) Dans le même ordre d'idée, 
l'expression de l'ARNm de E2F1, E2F4 et E2F5 est diminuée dans les fibroblastes 
IMR-90 et WI-38 sénescents (GOOD et al, 1996) D'un autre côté, la surexpression 
du facteur de transcription E2F1 dans les fibroblastes peut induire la sénescence 
cellulaire et celle-ci est médiée notamment par l'induction de pl4ARF (DIMRI et al, 
2000) Nous avons aussi observé une légère induction de pl4ARF dans les HIEC sous-
exprimant E2F4 Cette induction pourrait s'expliquer par l'apparition du phénotype 
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sénescent en tant que tel plutôt que par des effets directs de E2F4 En effet, il a été 
montré que E2F4 était incapable de lier le promoteur de de pl4ARF (KOMORI et al, 
2005) D'ailleurs, l'induction de pl4ARF dans la sénescence oncogénique peut être 
indépendante de la présence de E2F1 (PALMERO et al, 2002) Des marqueurs 
moléculaires classiques de la sénescence cellulaire sont induits plus rapidement dans 
les HIEC sous-expnmant E2F4 comme l'expression accrue de p53 et la 
phosphorylation augmentée sur la senne 15 de p53 De plus, l'expression forte de 
pi6 vient confirmer que les cellules sont bloquées dans le cycle cellulaire II est bon 
de savoir que des ARN interferents dirigés contre E2F1 dans différentes lignées 
cellulaires cancéreuses d'origine prostatique induisent la sénescence et ce 
indépendamment de la présence de p53 ou pRB (PARK et al, 2006) Par ailleurs, la 
diminution de l'expression de la cycline A dans les fibroblastes humains IMR-90 et 
WI-38 par exemple, est une des caractéristiques moléculaires dans ce modèle de 
sénescence (GOOD et al, 1996) Nous obtenons la même chose avec une diminution 
des niveaux protéiques des cychnes Al et A2 dans les HIEC Ainsi, comme E2F1, 
E2F4 peut jouer un rôle important dans la sénescence cellulaire 
Par ailleurs, des résultats préliminaires semblent montrer que le niveau 
d'expression protéique de E2F4 diminue au fil des passages dans les HIEC Ainsi, des 
extraits cellulaires réalisés sur des HIEC à faible passage (p20) exhibent des niveaux 
d'expression protéiques plus élevés pour E2F4 que dans les HIEC à passage élevé 
(p28-p30) (résultats non montrés) Ces résultats préliminaires suggèrent donc que 
dans les processus normaux qui mènent à la sénescence cellulaire, les niveaux 
d'expression de E2F4 sont en baisse au fil des passages Cette observation est 
cohérente avec l'ensemble des résultats observés jusqu'à maintenant qui semble 
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pointer E2F4 comme un régulateur important de la prolifération cellulaire dans les 
cellules épithéhales intestinales normales Par ailleurs, nous avons aussi observe que 
la protéine c-myc est diminuée dans les cellules HDEC qui sous-expriment E2F4 II 
est connu que c-myc, comme les facteurs de transcription E2F, est un régulateur 
positif très important des niveaux d'expression de la telomérase (WANG et al, 
1998) De plus, il a été démontre que l'expression de E2F1 dans les cellules 
cancéreuses 293, HeLa et U20S réprime la transcription de hTERT, la sous-unité 
catalytique de la telomérase humaine, alors que E2F4 peut induire l'activité du 
promoteur de hTERT (WON et al, 2002) E2F4 est capable d'activer le promoteur 
de la telomérase aussi dans des cellules somatiques normales humaines comme les 
WI-38 et les EVIR-90 (WON et al, 2002) L'ensemble de ces observations pourrait 
suggérer que la perte d'expression de E2F4 influencerait négativement la régulation 
de la longueur des télomères et entraînerait les cellules vers un phénotype de 
sénescence accéléré 
Nous avons aussi mis en évidence que la diminution de l'expression de 
E2F4 dans les cellules Caco-2/15 entraîne l'apparition de certains marqueurs associés 
à la sénescence cellulaire Étant donné la nature cancéreuse des Caco-2/15, nous 
n'avons pu voir d'induction de p53 car il est muté dans cette lignée De plus, le 
promoteur de pi6 est connu pour y être hypermethylé et le niveau d'expression de la 
protéine est à peine détectable (HEINTOSH et al, 2001) Il est évident ici que des 
sentiers de signalisation moins classiques sont à l'œuvre pour permettre l'apparition 
de la sénescence cellulaire Nous avons donc tourné notre attention vers un autre 
marqueur associé à la sénescence des cellules épithéhales, la protéine PAI-1 
{Plasminogen Activator Inhibitor-1), une cible transcnptionnelle de p53 mais aussi 
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des E2F (KORTLEVER et al, 2006) En fait, il a été rapporte que le niveau 
d'expression de PAI-1 augmente progressivement dans les fibroblastes humains IMR-
90 au fur et à mesure que ceux-ci vieillissent (MU & HIGGINS, 1995) En gros, 
PAI-1 régule l'activité de uPA en formant un complexe stable qui l'inhibe 
L'expression de uPA permet la progression des cellules de la phase Gl à S en 
permettant l'activation de cascades de signalisation mitogéniques et en augmentant la 
biodispombihté des facteurs de croissance (DE PETRO et al, 1994) D'ailleurs, la 
simple sécrétion de PAI-1 par les fibroblastes sénescents pourrait rendre les 
fibroblastes prohferatifs insensibles aux facteurs de croissance, illustrant ainsi 
l'importance de cette protéine dans les processus de sénescence cellulaire 
(KORTLEVER et al, 2006) Il est intéressant de mentionner que PAI-1 est également 
une cible transcnptionnelle de c-myc dont l'expression est réduite dans les cellules 
HIEC shE2F4 De plus, les effets de cette protéine sont en aval de p53 car dans des 
fibroblastes embryonnaires de souris p53-/-, l'expression ectopique de PAI-1 est 
suffisante pour induire un phénotype sénescent (KORTLEVER et al, 2006) 
Il a été démontré que l'activation de la voie de signalisation PI3K empêche la 
sénescence réphcative chez les fibroblastes et antagonise les effets de la 
surexpression de PAI-1 (KORTLEVER & BERNARDS et al, 2006) Dans certaines 
lignées cellulaires cancéreuses, la sénescence peut être aussi induite par la réduction 
au silence de voies de signalisation importantes pour la prolifération comme celles de 
la PI3K et des MAPK (COURTOIS-COX et al, 2008) Cette atténuation de la 
signalisation est souvent liée au réveil de voies qui régulent négativement un 
effecteur en amont commun de ces deux voies soit la petite protéine RAS Ces 
effecteurs négatifs sont les protéines de la famille Sproutys et RASGAPs notamment 
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(COURTOIS-COX et al, 2008) Les niveaux d'expression de ces effecteurs de 
signalisation sont encore inconnus dans les cellules cancéreuses qui sous-expnment 
E2F4 
Par ailleurs, dans les Caco-2/15 exprimant des niveaux réduits de E2F4, nous 
avons observé une diminution marquée de l'expression de Klotho beta Cette 
protéine est intéressante puisque les protéines de cette famille sont fortement 
associées avec la sénescence cellulaire et la régulation du stress oxydatif (KURO-O, 
2008) Des souris dont le gène Klotho est invalidé présentent un vieillissement 
accéléré (KURO-O et al, 1997) En fait, dans les cellules normales, Klotho 
régulerait négativement la voie de l'msuhne/IGF-1, une voie de signalisation connue 
pour influencer l'activité de AKT (IKUSHIMA et al, 2006) Klotho fonctionnerait 
en inhibant la phosphorylation sur tyrosine du récepteur de l'insuline et de celui de 
l'IGF-1 résultant en une activation réduite de la voie PI3K (KUROSU et al, 2005) 
Il est connu que l'activité de la voie AKT serait en fait accrue dans les cellules 
endothéhales humaines en voie de devenir sénescentes (MIYAUCHI et al, 2004) 
Cette activité AKT serait nécessaire pour induire p53 et sa cible transcnptionnelle 
p21, deux gènes qui occupent un rôle central dans les processus qui mènent à la 
sénescence cellulaire De plus, dans cette même étude, les auteurs ont souligné que le 
gène MnSOD, associé à la régulation des ROS, est moins exprimé quand les cellules 
sont sénescentes En effet, les auteurs ont démontré dans leur modèle de cellules 
endothéhales humaines que l'activation de AKT et la phosphorylation subséquente 
d'une cible de celle-ci, la protéine FOX03A entraîne une réduction de l'activité 
transcnptionnelle de celle-ci Or, un gène cible de ce facteur de transcription se 
révèle être MnSOD Les niveaux réduits de MnSOD font en sorte que les radicaux 
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libres sont donc en mesure de s'accumuler plus rapidement au sein des cellules et 
d'initier une réponse de sénescence p53 et p21 dépendantes Par ailleurs, dans ces 
mêmes cellules endothéliales humaines, Klotho est aussi connu pour augmenter la 
résistance au stress oxydatif en permettant l'activation d'enzymes qui régissent 
l'activité rédox cellulaire comme MnSOD (YAMAMOTO et al, 2005) Il serait 
donc plausible d'envisager que la perte d'expression de Klotho entraînerait alors une 
accumulation des ROS via des niveaux réduits d'expression de MnSOD Les ROS 
qui s'accumulent dans la cellule pourraient alors induire l'activité transcnptionnelle 
de p53 et par la suite, les programmes génétiques qui sont impliqués dans 
l'établissement de la sénescence réphcative seraient enclenchés De plus, la perte de 
Klotho, un régulateur négatif important de l'activité de AKT, laisserait le champ libre 
à cette dernière de phosphoryler et inhiber FOX03A En réduisant de façon 
significative l'activité transcnptionnelle de FOX03A, on obtient des niveaux réduits 
de MnSOD, une cible transcnptionnelle Le contexte est alors idéal pour voir une 
accumulation des radicaux libres qui vont stimuler l'activité transcnptionnelle de p53 
et enclencher notamment la transcription de p21 L'accumulation de cette protéine 
semble jouer un rôle majeur dans la cascade d'événements cellulaires associées à 
l'établissement d'un programme de sénescence cellulaire 
Les radicaux libres en excès présents dans la cellule peuvent induire un 
programme de sénescence sans que p53 n'interviennent Par exemple, dans des 
modèles de cellules cancéreuses hépatiques, même brève exposition au TGF-0 génère 
une accumulation de radicaux libres et entraîne une induction de p21 et de pi5 alors 
que les niveaux d'expression de c-myc et d'une protéine impliquées dans la 
régulation des radicaux libres Nox4 sont réduits Dans ces cellules, p53 et pl6 ne 
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sont plus exprimées et de la sénescence peut quand même être observée (SENTURK 
et al, 2010) Il n'est donc pas impossible que dans les Caco-2/15, une accumulation 
de ROS puisse se traduire par le même phénomène En effet, dans les Caco-2/15 qui 
sous-exprimant E2F4, on observe une induction de l'expression de p21 et une 
diminution de l'expression de c-myc Étant donné que pl6 est très peu exprimé en 
raison de l'hyperméthylation de son promoteur et que p53 est muté dans son site de 
liaison à l'ADN, il semble raisonnable de croire que les mêmes conditions sont 
réunies que dans le modèle de cellules cancéreuses hépatiques II semble donc 
plausible que l'accumulation de radicaux libres conjuguée a la réduction des niveaux 
d'expression de protéines comme MnSOD via FOX03A et Klotho ou bien par la 
diminution de l'expression de d'autres enzymes impliqués dans le contrôle rédox de 
la cellule comme la peroxirédoxine 6 ou la thiorédoxine reductase permettent l'entrée 
accélérée des cellules Caco-2/15 dans un état sénescent 
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FIGURE 39 : SCHÉMA RÉCAPITULATIF DE L'IMPACT DE LA 
DIMINUTION DE L'EXPRESSION DE E2F4 SUR LA PROLIFÉRATION 
CELLULAIRE ET LA SÉNESCENCE 
La diminution de l'expression E2F4 dans les HIEC par interférence à l'ARN se 
manifeste par un ralentissement marqué de la prolifération cellulaire De nombreuses 
protéines impliquées dans la transition Gl/S et la progression en phase S sont 
affectées Dans un premier temps, on observe une réduction de l'expression de c-
myc, de la cychne A et aussi de la cyclme D Par la suite, on note également une 
diminution importante de l'expression de Cdk2 On lemarque aussi une perte de 
l'expression de Cdc25A Des gènes importants pour la réplication de l'ADN comme 
la thymidine kmase ainsi que Cdc6 sont également îéduits. Par la suite, on a 
temarqué l'induction des régulateurs négatifs des complexes cyclmes/Cdk soit p21 et 
p27 D'ailleurs, l'mduction de p21 est corrélée avec la perte de c-myc Au fil des 
passages, les HIEC qui sous-expriment E2F4 entrent plus rapidement en sénescence 
Des marqueurs biochimiques caractéristiques de la sénescence tels que 
1 augmentation de l'expression de pi6. pl4ARr, p53, de l'osteonectine sont facilement 
observés Par ailleurs, dans les Caco-2/15. on observe une induction de l'expression 
de PAI 1 Les flèches pointillées indiquent les gènes qui sont modulés directement ou 
indirectement par E2F4 
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Chapitre 5 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Dans le cadre de ma thèse de doctorat, nous avons démontré que E2F4 est une 
protéine au cœur de la régulation de la prolifération et de la survie des cellules 
épithéhales intestinales normales et cancéreuses Nous savions que la localisation de 
E2F4 était cycle cellulaire dépendante dans les cellules épithéhales intestinales 
normales (DESCHÊNES et al, 2004) En effet, E2F4 est exprimé dans le noyau des 
cellules HIEC prolifératives et est retrouvée dans le cytoplasme lorsqu'elles sont 
quiescentes Étant donné l'étroite corrélation entre l'état proliferatif des HIEC et la 
localisation nucléaire de E2F4, nous avons entrepris d'étudier l'impact de 
l'expression constitutive et nucléaire de E2F4 dans les HIEC, un modèle de cellules 
épithéhales intestinales humaines normales et non immortalisées Nous avons mis en 
évidence que la régulation de l'activité transcnptionnelle de E2F4 passe par le 
contrôle de sa localisation cellulaire en grande partie Nous avons utilisé des 
adénovirus encodant soit pour la GFP seule, GFP-E2F4-WT et GFP-E2F4-NLS pour 
surexpnmer les différentes constructions La présence d'une séquence de localisation 
nucléaire dans la séquence d'acides aminés de E2F4 la maintient dans le noyau même 
en absence de stimulation par des facteurs de croissance Cependant, la surexpression 
nucléaire et soutenue de E2F4 dans les HIEC ne donne pas d'avantage proliferatif 
mais induit une réponse apoptotique qui culmine au bout de 3 jours après l'infection 
adénovirale En vertu de ses caractéristiques, il serait intéressant de voir si la 
surexpression de E2F4 dans le compartiment nucléaire de façon soutenue dans des 
cellules immortalisées comme les EEC-6, des cellules épithéhales de la crypte 
intestinale de rat, serait suffisante pour permettre la transformation de celles-ci 
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D'ailleurs, E2F4 est déjà exprimé fortement dans le noyau de cette lignée cellulaire 
sans que cela n'affecte la survie cellulaire (résultats non montres) laissant présager 
que la perte de contrôle de la localisation de E2F4 puisse intervenir de façon précoce 
dans l'établissement du phénotype tumoral dans les cellules épithéhales intestinales 
Nous avons aussi caractérisé la mort cellulaire induite par la surexpression 
nucléaire de E2F4 dans les HIEC Nous avons examiné la présence de marqueurs 
caractéristiques de l'apoptose classique tels que la zéiose, la réduction du volume 
cytoplasmique, l'externalisation des phosphatidylsénnes sur la membrane cellulaire 
externe et l'activation des caspases notamment Nous avons ainsi pu démontrer que 
la mort cellulaire comporte une composante p53 importante mise en évidence 
facilement dès les 48 premières heures d'infection Plusieurs cibles 
transcriptionnelles de p53 comme Bax, Bid, PUMA, FAS et p21 sont induites 
rapidement Des mécanismes de mort cellulaire caspase indépendants sont aussi 
déclenchés suite à l'expression nucléaire de E2F4 Nous avons mis en évidence la 
présence de margination de la chromatme et l'inhibition pharmacologique de 
différentes protéases comme les cathepsines et les calpames qui permet de ralentir de 
façon significative la progression de la mort cellulaire Nous avons aussi constaté 
que certaines caractéristiques classiques de l'apoptose sont absentes Par exemple, 
nous n'avons pas détecté de condensation de la chromatme ni de dégradation 
internucléosomale de l'ADN En ce qui a trait à cette dernière caractéristique, des 
expériences pour évaluer les niveaux d'expression de l'inhibiteur ICAD et de CAD 
seraient intéressantes à mener dans les HIEC Les niveaux d'expression de ces 
protéines sont étroitement liés à l'observation ou non de la dégradation 
internucléosomale de l'ADN (SAKAHIRA et al, 1998) Nous avons aussi mis en 
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évidence que des gènes importants pour le contrôle de l'état rédox sont réduits de 
façon importante, permettant probablement l'accumulation des ROS qui activent les 
cathepsines ou encore la protéine RIP (SAWADA et al, 2004 , LIN et al, 2004) 
Des tests avec différents antioxydants pour évaluer l'impact des ROS sur l'apoptose 
obtenue dans les HIEC qui expriment GFP-E2F4-NLS pourraient être faits L'effet 
de certains antioxydants comme la vitamine E ou le DPI (chlorure de 
diphenylèneiodonium) sur la survie cellulaire pourrait être évalué afin d'examiner la 
contribution des ROS D'ailleurs, pour vraiment confirmer l'implication de cette 
voie, on aurait pu regarder les niveaux d'expression de la glutathione car les enzymes 
de la famille des peroxyrédoxines et des thiorédoxines dépendent de la glutathione 
pour réduire les ROS présents dans la cellule (TRACHOOTHAM et al, 2009) 
La protéine RIP, en plus d'être activée par les ROS, participe de façon active 
au complexe DISC des récepteurs de mort cellulaire montrant ainsi une coopérativité 
des voies de signalisation pour s'assurer que le programme d'apoptose soit complété 
(ASHKENAZI, 2002) L'avantage de pouvoir déclencher plusieurs voies de mort 
cellulaire montre que les cellules HIEC perçoivent l'expression nucléaire constitutive 
de E2F4 comme une insulte oncogémque et se protègent contre la transformation et la 
carcinogenèse L'inhibition pharmacologique des caspases et la réduction des 
niveaux d'expression de p53 mettent à Pavant-plan des mécanismes alternatifs de 
mort cellulaire qui sont peut être plus lents à induire mais qui sont tout aussi efficaces 
que ceux impliquant la signalisation classique retrouvée dans les voies intrinsèque et 
extrinsèque de l'apoptose 
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Nous avons également montré que E2F4 est surexpnmé dans toutes les lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales analysées et que le signal est retrouvé surtout 
dans le compartiment nucléaire sans toutefois que les cellules meurent II est connu 
que le gène p53 est muté dans plus de 50% des cancers humains et des mutations 
dans les gènes qui contrôlent la fonctionnalité de p53 sont retrouvées dans la plupart 
des tumeurs qui ont conservé un p53 de type sauvage (SHERR & MCCORMICK, 
2002) Ainsi, dans les cellules cancéreuses où p53 est muté, le stimulus apoptotique 
que E2F4 amène lorsqu'il est localisé dans le noyau n'arrive probablement pas à 
activer p53 et/ou les cascades de signalisation qui sont sous son contrôle D'ailleurs, 
dans les cellules cancéreuses qui possèdent encore un p53 de type sauvage, ce sont 
souvent des effecteurs apoptotiques en aval de p53 qui sont mutés comme Bax par 
exemple (SIMMS et al, 1998) Des gènes clés pour la stabilisation de p53 sont 
souvent réduits au silence dans les cellules cancéreuses Par exemple, le promoteur 
de pl4ARF est hyperméthylé dans les carcinomes du côlon (GUAN et al, 1999) Par 
ailleurs, la voie ATM/ATR/CHK est altérée dans la plupart des cancers colorectaux et 
n'arrive pas à relayer ses signaux à p53 (NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004) 
L'impossibilité d'établir un programme apoptotique pourrait ainsi révéler au grand 
jour les capacités mîtogéniques de E2F4 La protéine E2F4 doit entrer dans le noyau 
pour transactiver les gènes importants pour la prolifération des cellules épithéhales 
mais doit en ressortir pour ne pas être perçu comme une insulte oncogénique en 
raison de la transactivation inappropriée de gènes Les résultats dans les souris APC 
Mm+/~ montrent l'expression forte et nucléaire de E2F4 dans les polypes et des études 
dans certains types de cancers suggèrent fortement que E2F4 est dérégulé dès 
l'initiation de la carcinogenèse Rappelons que E2F4 est être une cible privilégiée 
des mutations et spécialement dans les tumeurs colorectales Les altérations au 
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niveau de la séquence de 13 sennes consécutives dans le domaine de transactivation 
semblent conférer une plus grande activité transcnptionnelle et une localisation 
nucléaire accrue (TAKASHMA et al, 2001) Pour le moment, le statut de E2F4 
dans les cellules cancéreuses colorectales examinées au niveau des mutations dans 
cette séquence d'acides aminés est encore inconnu Des clonages sont en cours pour 
séquencer E2F4 dans les différentes lignées cellulaires cancéreuses colorectales 
humaines étudiées Dans les cancers colorectaux, la forme avec 12 répétitions de 
senne est la plus prévalente malgré qu'on retrouve aussi fréquemment la forme avec 
14 répétitions de sennes (MORIYAMA et al, 2002) Il serait pertinent de comparer 
la localisation, la capacité de liaison à l'ADN et de transactivation de la forme 
sauvage de E2F4 avec celle des formes mutantes et ce dans les HIEC Avec ces 
mutants, on pourrait caractériser vraiment l'impact de ces mutations sur la 
prolifération et la survie des cellules epithéhales intestinales II semble clair aussi 
que la mesure des niveaux d'expression de E2F4 devra être faite dans un plus grand 
nombre de tissus cancéreux à différents stades pour établir si l'expression de E2F4 
peut servir de marqueur moléculaire à un stade en particulier Par exemple, il serait 
pertinent d'analyser l'expression et la localisation de E2F4 dans les stades précoces 
tels que la lésion pré-néoplasique ou l'adénome afin de voir si la perte de contrôle de 
E2F4 est un événement visible dès les premiers moments de la carcinogenèse 
colonique II serait également intéressant de vérifier le niveau d'expression des 
ARNm de E2F4 dans le cancer colorectal pour établir si la dérégulation d'expression 
de E2F4 s'opère à un niveau transcnptionnel et/ou post-transcriptionnel 
Le promoteur de E2F4 est encore très mal caractérisé Une analyse 
informatique de sa séquence montre la présence putative de sites de liaisons pour p53, 
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E2F et Cdxl notamment La présence de sites de liaison E2F dans le promoteur n'est 
pas surprenante en soi étant donné que plusieurs membres de cette famille influencent 
mutuellement leurs expressions II serait très intéressant d'investiguer la liaison des 
différents membres des E2F sur le promoteur de E2F4 par des études 
d'immunoprécipitation de la chromatine Dans un premier temps, en utilisant des 
HIEC quiescentes et stimulées pour différentes périodes de temps avec le sérum, on 
pourrait déterminer si E2F4 est régulé de la même manière que E2F1 Peut-être que 
dans le contexte de la carcinogenèse colorectale, la dérégulation de l'expression de 
E2F4 est capable d'induire un cercle vicieux où E2F4 induit sa propre expression et 
s'accumule dans la cellule Fait intéressant à noter, la protéine Cdxl est fortement 
exprimée dans les cellules cryptales intestinales normales et dans les polypes humains 
(DOMON-DELL et al, 2003) La caracténsation des différentes protéines pouvant 
lier le promoteur de E2F4 serait primordiale pour bien comprendre la régulation 
transcnptionnelle de E2F4 particulièrement dans les cellules d'origine intestinale 
La phosphorylation de E2F4 sur certains acides aminés particuliers pourrait 
aussi contrôler sa localisation cellulaire Ainsi, l'inhibition de la translocation 
nucléaire de E2F4 par l'inhibition de MEK par le U0126 ou l'entrée dans le noyau de 
E2F4 induite par l'inhibition de la MAPK p38a avec le SB203580 suggèrent que ces 
kinases pourraient être impliquées dans le contrôle de l'activité transcnptionnelle de 
E2F4 (DESCHENES et al, 2004) Il serait pertinent de vérifier si E2F4 est 
directement phosphorylé et si cette phosphorylation est modulée par différents 
stimuh Nous avons aussi mis en évidence que E2F4 est surexpnmé dans les tissus 
cancéreux colorectaux par rapport au tissu normal avoisinant la tumeur II serait aussi 
important de caractériser l'expression de DP2 ou de ses différents variants dans ces 
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biopsies de cancers colorectaux pour déterminer la contribution de ce partenaire 
d'hétérodimérisation 
Nous avons déterminé que l'expression constitutive nucléaire de E2F4 dans le 
noyau des cellules HIEC est insuffisante à elle seule pour permettre la réplication de 
l'ADN Cependant, en absence de stimulation par les facteurs de croissance, la 
surexpression nucléaire de E2F4 est suffisante pour l'induction de l'expression de 
certains gènes importants pour la prolifération cellulaire, particulièrement pour la 
progression en Gl et l'entrée en phase S Nous avons aussi observé que des niveaux 
réduits de E2F4 ralentit la prolifération des cellules épitheliales normales et 
cancéreuses Dans les HIEC, cette réduction de la prolifération est explicable par la 
réduction des niveaux d'expression de plusieurs protéines associées à la transition 
Gl/S comme la cycline A, Cdk2, et c-myc notamment Les niveaux d'ARNm de 
certaines de ces protéines sont fortement réprimés dans les cellules sous-expnmant 
E2F4 suggérant que cette diminution est due à une transcription réduite La 
régulation des promoteurs de ces différents gènes devra être analysée plus finement 
par l'approche des immunoprécipitations de la chromatine pour déterminer si E2F4 
régule directement ces gènes ou par le biais d'autres facteurs de transcription 
susceptibles d'être régulés par E2F-4 comme c-myc Ainsi, E2F4 joue donc un rôle 
central dans le contrôle de la prolifération épithéhale intestinale 
Nous avons également mis en évidence que la diminution de l'expression de 
E2F4 dans les cellules HIEC et Caco-2/15 accélère l'apparition d'un phénotype 
sénescent L'apparition d'un marquage de la P-galactosidase nucléaire et de certains 
marqueurs biochimiques classiques de la sénescence comme l'induction de p53 et 
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pl6 ainsi que de marqueurs moins connus comme Postéonectine et PAI-1 montrent 
que E2F4 contrôle l'expression de gènes impliqués dans la sénescence II serait 
intéressant de voir comment la longueur des télomères est régulée dans les cellules 
épithéhales intestinales normales et cancéreuses qui sous-expnment E2F4 Des 
résultats préliminaires (non montrés) ont montré que l'expression de l'ARNm de la 
sous-unité catalytique de la télomérase serait diminuée dans les Caco-2/15 sous-
exprimant E2F4 II serait pertinent de vérifier si l'induction précoce de la sénescence 
par la diminution des niveaux d'expression de E2F4 est altérée en absence de p53, 
particulièrement dans les cellules normales et cancéreuses dont le statut de p53 est 
sauvage Dans le même ordre d'idées, la présence de foyers d'hétérochromatine 
associée à la sénescence (SAHF) au niveau de la chromatine qui est aussi associée à 
la sénescence et à la répression des gènes cibles des E2F serait intéressante à 
investiguer dans les HIEC 
Il serait aussi intéressant de regarder les niveaux d'expression de certaines 
protéines de la voie de signalisation PI3K qui semble être fortement impliquée dans 
les processus qui mènent à la sénescence cellulaire Dans cet ordre d'idée, il serait 
pertinent de faire le suivi des niveaux d'expression de Klotho au fil des passages dans 
les HIEC ainsi que dans les Caco-2/15 sous-expnmant ou non E2F4 pour voir si 
l'apparition précoce du phénotype sénescent serait liée aux niveaux réduits de Klotho 
qui sensibiliserait davantage les populations cellulaires shE2F4 à entrer en 
sénescence Par ailleurs, une évaluation des niveaux d'activité de AKT ainsi que de 
FOX03a devrait être faite pour se donner une idée de l'implication de la signalisation 
Klotho/PI3K dans la sénescence précoce observée pour les populations HIEC et 
Caco-2/15 exprimant des niveaux réduits de E2F4 Pour voir si les cellules 
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intestinales normales et cancéreuses se comportent comme les cellules endothéhales 
humaines de l'étude de Miyauchi, il serait intéressant d'évaluer les niveaux 
d'expression de la MnSOD ainsi que les niveaux de ROS dans les populations 
cellulaires shE2F4 à différents passages II serait envisageable de croire qu'au fil des 
passages, les populations shE2F4 exhibent des niveaux toujours plus élevés de ROS 
libres dans la cellule et que les enzymes chargées de la régulation des ROS ne 
suffisent plus en raison de leurs niveaux d'expression réduits jusqu'à l'atteinte d'un 
seuil de non retour A ce moment, les niveaux excessifs de ROS induirait alors p53 et 
les cascades de signalisation associées a la sénescence cellulaire entreraient alors en 
jeu et ce phénomène se produirait beaucoup plus rapidement dans les cellules qui 
sous-expnment E2F4 
Un aspect qui n'a pas été abordé est l'impact de E2F4 sur la différenciation 
cellulaire De nombreuses évidences dans la littérature suggèrent que E2F4 est 
crucial pour le processus de différenciation pour un certain nombre de types 
cellulaires Par exemple, les cellules PC 12 en cours de différenciation neuronale 
démontrent une accumulation nucléaire de E2F4 et une augmentation de la liaison de 
E2F4 à son partenaire pl30 En fait, la diminution de son expression inhibe la 
croissance des neuntes suite à un traitement au NGF E2F4 est donc essentiel à la 
différenciation neuronale de ce type cellulaire (PERSENGIEV et al, 1999) Une 
caractéristique unique à E2F4 a aussi été mise en lumière dans des études sur 
l'adipogenèse Ainsi, la perte de E2F4 dans des fibroblastes embryonnaires de souris 
les prédisposent à entrer en adipogenèse en réponse à un traitement hormonal De 
plus, pour médier cet effet, E2F4 ne nécessite pas la présence de son extrémité C-
terminale qui contient le domaine de transactivation (LANDSBERG et al, 2003) 
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E2F4 réprime PPAR y, un gène central dans la régulation de la différenciation 
adipocytaire L'absence de E2F4 empêcherait la répression de PPARy et lui lasserait 
donc le champ libre pour induire la différenciation adipogénique (MIARD & FAJAS, 
2005) 
Des résultats préliminaires ont montré une apparition précoce du marqueur 
de différenciation, la villine, dans une cinétique de différenciation de Caco-2/15 sur 
une période de 15 jours de post-confluence comparant les cellules contrôles à celles 
sous-expnmant E2F4 L'apparition de la villine coïncide généralement avec 
l'apparition des microvillosités de la bordure en brosse (COSTA DE 
BEAUREGARD et al, 1995) On pourrait postuler que des gènes importants pour la 
différenciation des Caco-2/15 comme les facteurs de transcription de la famille des 
GATA et des HNF soient en partie sous le contrôle transcnptionnel de E2F4 et que la 
perte de la répression dans les cellules sous-expnmant E2F4 laisse le champ libre à 
l'expression des régulateurs positifs de la différenciation Cependant, nos résultats de 
microscopie électronique n'ont pas montré de polarisation accentuée ou de présence 
accrue des microvillosités chez les cellules sous-expnmant E2F4 II faudrait 
déterminer si ce n'est qu'un phénomène associé a la régulation du seul gène de la 
villine ou si E2F4 affecte vraiment la différenciation en général II est clair que la 
contribution de E2F4 dans le processus de différenciation des Caco-2/15 mériterait 
d'être approfondie 
Avec l'ensemble de ces données, nous avons démontré que E2F4 jour un rôle 
crucial dans la promotion de la prolifération, le contrôle de la survie cellulaire ainsi 
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ANNEXES 
Gènes 
ALLl-fused gène from chromosome lq 
bone morphogenetic protein receptor, type IA 
BTG family, member 3 
casein kinase 2, alpha prime polypeptide 
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma 
cell division cycle associated 5 
chromosome 20 open reading frame 80 
collagen, type V, alpha 2 
cychn-E binding protein 1 
E2F transcription factor 4, pl07/pl30-binding 
growth arrest-specific 1 
mature T-cell prolifération 1 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3 
neuroblastoma, suppression of tumongenicity 1 
NHP2 non-histone chromosome protein 2-hke 1 
p300/CBP-associated factor 
par-6 partitiomng defective 6 homolog gamma 
prohferating cell nuclear antigen 
protein phosphatase 2A 
protein regulator of cytokinesis 1 
ras homolog gène family, member B 
Ras suppressor protein 1 
rephcation protein Al, 70kDa 
S100 calcium binding protein A6 (calcychn) 
signal séquence receptor, alpha 
sirtuin 
transcription factor binding to IGHM enhancer 3 
transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 
transmembrane 4 superfamily member 9 
v-akt munne thymoma viral oncogene homolog 2 
v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 
v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian) 
MODULES PAR L'EXPRESSION DE GFP-E2F4-NLS DANS LES fflEC 
APRES 24 HEURES POST-INFECTION PAR RAPPORT AUX CELLULES 







































































ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), 
member 3 
autophagin-1 
baculoviral IAP repeat-contaming 6 (apollon) 
caspase 8, apoptosis-related cysteine protease 
caveolin 1, caveolae protein, 22kDa 
death-associated protein 
death-associated protein kinase 3 
Fas (TNFRSF6) associated factor 1 
Mdm2 
mitogen-activated protein kinase(4) 3 
RAD21 homolog 
Tumor necrosis factor receptor 6 
TRAF and TNF receptor associated protein 
TRAF4 associated factor 1 
Tumor protein p53 binding protein 1 




































AKT1 3 01 
TABLEAU 9 : LISTE DES GENES ASSOCIES A L'APOPTOSE MODULES 
PAR L'EXPRESSION DE GFP-E2F4-NLS DANS LES HIEC APRES 24 
HEURES POST-INFECTION PAR RAPPORT AUX CELLULES HIEC 
INFECTEES AVEC LA GFP SEULE 
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Gènes 
3-phosphoinositide dépendent protein kinase-1 
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7 
A kinase (PRKA) anchor protein (gravm) 12 
adenylate cyclase 1 (brain) 
ADP-nbosylation factor-hke 1 
cadhenn, EGF LAG seven-pass G-type receptor 
calcyphosine 
calmoduhn 1 (phosphorylase kinase, delta) 
calmoduhn 2 (phosphorylase kinase, delta) 
casein kinase 2, alpha prime polypeptide 
CD3D antigen, delta polypeptide (TiT3 complex) 
CD47 antigen (Rh-related antigen, î 
chemokine (C-X-C motif) hgand 9 
chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 
cornichon homolog (Drosophila) 
exostoses (multiple) 1 
G protein-coupled receptor kinase-interactor 1 
G protein-coupled receptor kinase-interactor 2 
guanine nucleotide binding protein (G protein), 
guanine nucleotide binding protein (G protein), activity polypeptide 2 
IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 1 
leader-binding protein 32 
muscle RAS oncogene homolog 
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type 
phosphohpase C, beta 4 
RAB13, member RAS oncogene family 
RAB40B, member RAS oncogene family 
RAN binding protein 1 
RAP2A, member of RAS oncogene family 
ras homolog gène family, member B 
Ras suppressor protein 1 
regulator of G-protein signalling 10 
SUMO-1 activating enzyme subumt 2 
signal transducer and activator of transcription 3 









































































TABLEAU 10 : LISTE DES GENES ASSOCIES A LA SIGNALISATION 
CELLULAIRE MODULES PAR L'EXPRESSION DE GFP-E2F4-NLS DANS 
LES HD2C APRES 24 HEURES POST-INFECTION PAR RAPPORT AUX 
CELLULES HIEC INFECTEES AVEC LA GFP SEULE 
Gènes 
a disintegnn and metalloproteinase domain 19 
(meltrin beta) 
adducin 1 (alpha) 
ankynn repeat domam 13 
caldesmon 1 
claudin 1 
immunoglobulin superfamily, member 4 
întegrin, alpha 1 
mtegrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha 
polypeptide) 
mtegrin, alpha 8 
lamm B receptor 
microtubule-associated protein 4 
myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle 
myosin, hght polypeptide 4, alkali, atnal, 
embryonic 
myosin, hght polypeptide 6 
parvin, alpha 
RAB13, member RAS oncogene family 
signal-induced prohferation-associated gène 1 
syndecan 
thrombospondin 1 
transmembrane 4 superfamily member 9 
tubuhn, beta, 2 
tubuhn, gamma 1 




















































TABLEAU 11. LISTE DES GENES ASSOCIES A LA REGULATION DU 
CYTOSQUELETTE MODULES PAR L'EXPRESSION DE GFP-E2F4-NLS 
DANS LES HIEC APRES 24 HEURES POST-INFECTION PAR RAPPORT 
AUX CELLULES HIEC INFECTEES AVEC LA GFP SEULE 
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